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VIII Efectos de la perdida de función de la vía Notch en el 
desarrollo craneofacial de embriones de pollo (Gallus gallus) 
en estadios HH18 y HH21 
 
Resumen 
Diferentes patologías asociadas a defectos en varios componentes de la vía 
Notch, sugieren la importancia que juega esta vía en el desarrollo craneofacial. 
Además, varios estudios han demostrado que hay expresión de estos 
componentes, durante el desarrollo de la cabeza. Sin embargo, aunque se ha 
caracterizado la expresión de componentes de esta vía de señalización, es 
necesario realizar estudios funcionales. Es por esto, que el objetivo de esta 
investigación fue determinar el efecto de la inhibición de la vía Notch durante el 
desarrollo craneofacial en el modelo de embrión de pollo (Gallus gallus). Para 
cumplir los objetivos planteados en este estudio, inicialmente se confirmó el 
patrón de expresión del gen efector de la vía Notch Hey1 mediante hibridación in-
situ, y adicionalmente se reconfirmó esta expresión a través de RT-PCR, e 
inmunofluorescencia. Posteriormente, se hicieron ensayos de inhibición de esta 
vía de señalización tanto in-vitro como in-vivo. Adicionalmente se estudió la 
asociación Notch/Endotelina 1 durante el patronamiento facial. Los resultados 
obtenidos fueron: expresión de Hey1 en plácodas ectodérmicas, ectodermo y 
mesénquima de los primordios faciales y en el ectodermo caudal del arco hioideo; 
los ensayos de inhibición muestran que la expresión de Hey1 encontrada en las 
distintas estructuras faciales posiblemente se deben a un funcionamiento 
canónico de esta vía de señalización; y que durante el patronamiento facial, al 
parecer un antagonismo entre Notch y End1, donde Hey1 modelaría los dominios 
dorsal y ventral mientras que End1 modelaría el dominio intermedio de la 
prominencia mandibular.  
 
Palabras clave: desarrollo craneofacial, patronamiento facial, señalización Notch, 




















Different pathologies associated with defects in several components of the Notch 
pathway suggest that this way is important in craniofacial development. In addition, 
several studies have shown that there is expression of these components during the 
development of the head. Although the expression of this pathway has already been 
characterized, it is necessary to perform functional studies. This is why the objective of 
this research was to determine the effect of the inhibition of the pathway during 
craniofacial development in the chicken embryo model (Gallus gallus). To fulfill the 
objectives established in this study, the expression pattern of the effector gene (Hey1) of 
this pathway was confirmed by in-situ hybridization, and this expression was reconfirmed 
through RT-PCR, and immunofluorescence. Subsequently, inhibition tests of this 
signaling pathway were carried out both in-vitro and in-vivo. Furthermore, the association 
between the Notch/End1 pathways during the facial patterning was studied. The results 
were: expression of Hey1 in ectodermal placodes, ectoderm and mesenchyme of the 
facial primordia, and caudal ectoderm of the hyoid arch; the inhibition assays show that 
the expression of Hey1 found in the different facial structures is probably due to a 
canonical functioning of this signaling pathway; and during facial patterning, apparently 
an antagonism between Notch and End1 exists, where Hey1 would model the dorsal and 
ventral domains while End1 would model the intermediate domain of the mandibular 
prominence. 
 
Keywords: craniofacial development, facial patterning, Notch signaling pathway, 
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Las malformaciones craneofaciales son patologías que producen defectos morfo-
funcionales y psicológicos que impactan negativamente la salud del paciente y de 
su familia;  en algunos casos leves, estas anomalías desencadenan en una serie 
de disfunciones en el habla, la masticación, la deglución y la respiración (1);  pero 
cuando la severidad de estas anomalías es mayor, compromete la vida del recién 
nacido (2). Estudios señalan que a nivel mundial estas anomalías tienen una 
frecuencia de 0.5 a 1 de cada 500 nacidos vivos (3) mientras que un estudio 
realizado en un hospital de Bogotá (Colombia) y tras 18 meses de observación 
reportaron una frecuencia de 1 caso por cada  154 nacidos vivos (4). 
  
Actualmente, se ha evidenciado un aumento progresivo en la aparición de estas 
anomalías debido a la influencia de factores tanto  genéticos como ambientales 
(5). Sin embargo, para comprender los mecanismos involucrados en el origen de 
las anomalías craneofaciales, es necesario primero entender los procesos del 
desarrollo y las bases moleculares involucradas en la formación normal del 
complejo craneofacial, el cual comprende procesos tempranos durante la 
embriogénesis, que incluyen la formación de los arcos faríngeos, el desarrollo de 
las Células de la Cresta Neural Craneal (CCNC), y la morfogénesis de los 
primordios faciales (6). Décadas de investigación han indicado que en términos 
de desarrollo, la cabeza es la estructura más compleja de los mamíferos, y para 
su formación requiere interacciones celulares y moleculares entre el mesodermo, 
ectodermo, endodermo, y las CCNC (7); estas interacciones controlan la 
iniciación, el movimiento y la diferenciación de diversos tipos celulares que dan 
como resultado, el correcto crecimiento y patrones de integración de los tejidos 
requeridos para el complejo craneofacial (8). 
 
A través de estudios en modelos animales, han surgido avances que han hecho 
posible entender la manera como se integran vías de señalización involucradas 
en la formación de la cara; dentro de estas podemos mencionar Sonic hedgehog 
(Shh), Endotelina 1 (End1), Ácido Retinoico (RA), Factor de crecimiento 
fibroblástico (Fgf), Wingless (Wnt), Factor de crecimiento transformante-β (Tgf- 
β) y las proteínas morfogenéticas óseas (Bmp) (6). Además de las vías de 
señalización antes nombradas, estudios han enfatizado en el papel que juega la 
vía Notch en diferentes eventos celulares del desarrollo: proliferación, migración, 
apoptosis y mantenimiento de progenitores celulares (9). Por otro lado, estudios 
demuestran el papel que juegan componentes de esta vía en el desarrollo facial. 
Un ejemplo de esto es el ligando Jagged2 (Jag2); ratones mutantes 
homocigóticos para este ligando, presentan defectos en la morfogénesis 
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craneofacial como fisura palatina, fusión de la lengua con los procesos palatinos, 
lo que conduce a muerte perinatal (10). Otro informe indica que el patronamiento 
facial requiere el ordenamiento de los precursores esqueléticos derivados de las 
CCNC a lo largo de los ejes céfalo-caudal y dorso-ventral, esta organización del 
esqueleto facial es orquestada por la interacción entre las vías de señalización 
Notch, Bmp y End1, las cuales inducen la expresión de factores de transcripción 
directamente implicados en la morfología del esqueleto facial (11).  
 
Por las consideraciones anteriores, no es raro que alteraciones funcionales en 
componentes de la vía Notch generen afecciones en humanos, tal es el caso del 
síndrome de Alagille (AS), trastorno autosómico dominante causado por 
mutaciones en el gen que codifica para el ligando Jag1, y en algunos casos en el 
gen para el receptor Notch2. Algunas características craneofaciales en pacientes 
con AS son: mentón prominente, hipertelorismo ocular, hipoplasia del tercio 
medio facial, tercio facial superior prominente, y dorso de nariz recto con vértice 
aplastado; características faciales distintivas tanto en la infancia como en la edad 
adulta (12)(13). Con el fin explicar el fenotipo craneofacial en pacientes con AS, 
un grupo de investigadores indujo en un modelo murino ablación del gen que 
codifica para el ligando Jag1 en las CCNC; en estos mutantes se observó una 
reducción importante en la proliferación celular del tercio medio facial; hecho que 
explica las características faciales en pacientes con AS (14).  
 
Otra afección causada por alteraciones en el receptor Notch2, es el síndrome de 
Hajdu-Cheney (HCS), dentro de las características craneofaciales de pacientes 
con este síndrome se destacan: micrognatia, dimorfismo facial, cuello corto, 
hipertelorismo ocular, orejas con implantación baja, hendidura palatina, y 
telecanto, entre otras (15)(16).  
 
Trabajos hechos en el Grupo de Investigación en Crecimiento y Desarrollo 
Craneofacial de la Universidad Nacional de Colombia han reportado patrones de 
expresión de componentes de la vía Notch durante el desarrollo craneofacial 
temprano, lo que sustenta,  que esta vía de señalización puede jugar un papel 
potencial en la morfogénesis craneofacial (17)(18). Sin embargo, aunque ya se ha 
caracterizado la expresión de componentes de la vía Notch durante el desarrollo 
de estructuras craneofaciales, se hace necesario realizar estudios funcionales de 
la vía Notch para así determinar cuál es su función en el desarrollo facial. Es por 
esto, que el objetivo de esta investigación fue determinar el efecto de la inhibición 
de la vía Notch durante el desarrollo craneofacial en el modelo de embrión de 
pollo (Gallus gallus); modelo animal  que ha sido empleado por muchos años para 
estudiar la biología del desarrollo, dadas sus ventajas, dentro de las que se 
cuentan: el secuenciamiento de su genoma, homología estructural con los 
mamíferos, rápido desarrollo, bajo costo, fácil acceso y manipulación (19).  
 
Los resultados de este trabajo ayudan a comprender de manera más amplia los 
eventos moleculares vinculados con la morfogénesis craneofacial con respecto a 








1. Marco teórico 
1.1 La vía de señalización Notch 
 
La señalización Notch fue puesta en manifiesto en el laboratorio de Thomas Hunt 
Morgan en marzo de 1913 por John Smith Dexter, observó el resultado de una 
mutación de un gen en Drosophila que produjo una muesca (Notch) en las alas de 
la mosca (20). Posteriormente en 1917, Morgan identificó los alelos de este gen en 
Drosophila que finalmente los dio a conocer como “Notch”(21). 
 
Notch es una vía de señalización conservada evolutivamente entre especies, 
difiere de otras vías de señalización como Bmp, Wnt y Shh, ya que el mecanismo 
de activación de sus receptores depende del contacto con una célula vecina que 
exprese el ligando (22).  Esta cascada de señalización permite el establecimiento 
de patrones de expresión de genes que regulan entre otras, la diferenciación, 
destino celular y el mantenimiento e estado indiferenciado de células progenitoras 
(23), debido a todas las funciones que regula, disfunciones en componentes  de 
esta vía de señalización se relacionan con distintas patologías como cáncer 
gástrico y de pulmón, entre otros (24)(25). Debido a su participación activa durante 
la embriogénesis, así como procesos durante la vida adulta, desde su 
descubrimiento ha sido objeto de estudio de embriólogos, biólogos del desarrollo 
genetistas e investigadores de cáncer.      
1.1.1 Los receptores Notch 
Los receptores Notch son glicoproteínas de tipo I, de paso único a través de la 
membrana. Son  expresados como un heterodímero en la superficie de la célula 
señalizada y poseen 3 dominios: extracelular, transmembranal e intracelular (9). 
Estos receptores han sido identificados en distintas especies: en mamíferos cuatro 
receptores Notch (Notch1-4), siendo Notch1 el más largo y Notch4 el más corto; 
en  C. elegans y en aves dos receptores (GLP-1 y LIN-2) (Notch1-2) 
respectivamente, mientras que en Drosophila solo uno (Notch) (26). 
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El dominio extracelular de los receptores Notch contiene entre 29 a 36 
repeticiones parecidas al Factor de Crecimiento Epidermal (EGF-like), algunas de 
estas repeticiones media la interacción con los ligandos. Las interacciones 
inductivas (interacciones trans)  con el ligando de la célula señalizadora es 
mediado por las repeticiones 11-12, mientras que las interacciones inhibidoras 
(interacciones cis) con el ligando co-expresado en la misma célula esta mediada 
por las repeticiones 24-29 (27).  Algunas de las repeticiones EGF-like tienen sitios 
de unión al calcio, que juegan un papel importante en la determinación de la 
estructura y afinidad del receptor Notch con su ligando (28). Adyacente a las 
repeticiones de EGF-like se encuentra una región NRR (del inglés Negative 
Regulatory Region) constituida por tres repeticiones Lin12-Notch ricas en cisteína 
(LNR) y un dominio hidrofóbico HD (del inglés Heterodimerization Domain). La 
NRR juega un papel crítico, debido a que previene la activación del receptor en 
ausencia de ligando ocultando debido a que oculta y protege el sitio de proteólisis 
2  (S2) de las metaloproteasas (29). La mayoría de las proteínas Notch son 
sometidas a proteólisis por convertasas tipo furina en el sitio de proteólisis 1 (S1), 
convirtiendo así el polipéptido Notch en un heterodímero NECD-NTMIC (del inglés 
Notch Extracelular Domain-Notch Transmembrane and Intracelular Domain) que 
se mantienen unidos por interacciones no covalentes entre los extremos N y C 
terminales del HD y finalmente, el dominio transmembranal termina con una señal 
de parada de traslocación compuesta por 3-4 residuos de Arginina/Lisina (30). 
 
El dominio intracelular del receptor Notch ó NICD (del inglés Notch Intracellular 
Domain) contiene 4 sub-dominios: (a) the DNA-binding protein recombination 
signal-binding protein for immunoglobulin kappa J (molécula asociada a RBP-JΚ o 
dominio RAM) (el mayor efector transcipcional de la señalización Notch) (31) 
seguido de una señal de localización nuclear (NLS); (b) siete repeticiones de 
ankirina (dominio ANK), tanto el dominio RAM como el dominio ANK se han 
identificado como regiones implicadas en la interacción con factores de 
transcripción CSL; (c) un dominio TAD (del inglés Transcription Activation Domain) 
presente únicamente en Notch1 y Notch2 seguido de una secuencia de 
localización nuclear adicional; y (d) un dominio PEST (del inglés Polypeptide 
Proline, Glutamate, Serine, and Threonine) rico en prolina, ácido glutámico, serina 
y treonina con señales de degradación que estabilizan NICD en el núcleo y lo 
dirigen a una degradación proteolítica (24). La estructura de los receptores Notch 
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Figura 1-1: Estructura de los receptores Notch. 
 
Cada receptor Notch está compuesto por tres dominios: un dominio extracelular que consiste en 
repeticiones de EGF-like, algunas de estas repeticiones  median la unión con el ligando, adyacente 
a las repeticiones EGF-like se encuentra la región reguladora negativa (NRR) compuesta por el 
dominio LNR y un dominio de heterodimerización (HD). Contiguo al dominio extracelular se sitúa el 
dominio transmembranal (TM), encargado de anclar el receptor a la membrana plasmática. La 
porción intracelular de los receptores Notch (NICD) contiene 4 subdominios: RAM, siete 
repeticiones de ankirina (ANK) flanqueadas por una secuencia de localización nuclear (NLS); un 
dominio de activación de transcripción (TAD) y un dominio rico en prolina, glutamina, serina y 
treonina (PEST). mNotch 1-4 (mamíferos); LIN-2 y GLP-1 (C. elegans); dNotch (Drosophila). Ver 
texto para más detalles.       
1.1.2 Los ligandos de Notch 
Son las proteínas encargadas de la activación del receptor Notch de manera 
canónica. Estas son proteínas transmembranales tipo I, de paso único que se 
unen y activan (en trans) a los receptores Notch. En vertebrados se han 
identificado 5 ligandos Notch: Delta-like1, Delta-like3, Delta-like4, Jagged1 y 
Jagged2 (Serrate1 y 2 en modelos aviares) (25). Siendo los ligandos  Jagged más 
largos que los ligandos Delta, esta diferencia en la longitud en el dominio 
extracelular, se debe a la presencia de un área rica en cisteína (Cys) la cual solo 
está presente en los receptores Jagged (32). No obstante, la longitud de los 
ligandos es determinada de 6 a 16 repeticiones de EGF-like en el dominio 
extracelular (33).  
 
Los ligandos de Notch se caracterizan por presentar tres dominios estructurales: 
un dominio DSL en el extremo N-terminal (del inglés Delta/Serrate/LAG-2), un 
dominio DOS (Delta y Dominio de proteínas similares a OSM-11) compuesto por 
repeticiones de EGF-like y otro dominio con repeticiones de EGF-like (tanto de 
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unión como de no unión a calcio) (34). Ambos dominios (DSL y DOS) están 
implicados en la unión al receptor, pero solamente el dominio DSL está implicado 
en las interacciones (cis y trans) con los receptores Notch. En la porción 
intracelular de algunos ligandos tienen múltiples sitios reguladores potenciales que 
incluyen varios residuos de lisina que son objetivos de ubiquitinación por las 
ubiquitin ligasas E3, Mind Bomb y Neuralized (35). De igual forma en los ligandos 
Jagged-1, Delta-like-1 y 4 se ha identificado un dominio PDZ (del inglés post 
synaptic density protein [PSD95], Drosophila disc large tumor suppressor [Dlg1], 
and zonula occludens-1 protein [zo-1]), el cual facilita la interacción con proteínas 
en las uniones adherentes para promover la adhesión célula-célula e inhibir la 
motilidad celular (36). La estructura de los ligandos Notch se encuentra resumida 
en la figura 1-2. 
 
Figura 1-2: Estructura de los ligandos Notch 
 
El dominio extracelular de ligandos que activan los receptores Notch están compuestos por 3 
subdominios: un dominio DSL; un dominio DOS  y repeticiones de EGF-like, algunos de estos 
ligandos tienen un dominio adicional compuesto por una región rica en cisteína [Jagged1-2(Serrate 
en aves)]. Los dominios DSL y DOS están involucrados en la unión con el receptor. Contiguo al 
dominio extracelular se encuentra el dominio transmembranal (TM). El dominio intracelular contiene 
un dominio PDZ involucrado en la unión célula-célula. Ver texto para más detalles.   
1.1.3 Genes diana de la vía Notch 
Si bien las respuestas celulares mediadas a través de una combinación 
ligando/receptor pueden ser variadas, se han identificado un conjunto de genes 
activados por la vía Notch, cuya expresión puede variar según el contexto celular. 
Un ejemplo son los genes Hes (del inglés hairy/enhancer of split) son proteínas 
reguladas la señalización por Notch distintos tipos celulares (37). Otras 
investigaciones muestran clara evidencia que estos genes son efectivamente 
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blancos directos de la señalización Notch, entre estos Hes1, Hes5 y Hes7, así 
como Hey1, Hey2 y HeyL (38). 
Sin embargo aun existe cierta duda acerca de la activación selectiva de estos 
genes blanco, dado que la transcripción canónica de estos genes está coordinada 
por un único ortólogo de proteína CSL (39). Una explicación válida es que los 
activadores de los factores de transcripción mediados por NICD pueden ser 
específicos de tejido (40). En otras palabras, la expresión de los genes diana sólo 
se da en aquellas células que tienen tanto los activadores de transcripción 
específico de tejido como la vía Notch activada, dado que en ausencia de co-
activadores locales, la señalización Notch es insuficiente para activar la expresión 
de los genes diana.  
1.1.4 El gen efector Hey1 
Hey1 (del inglés Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif protein 1) es uno 
de los genes diana de la vía de señalización Notch cuya expresión depende del 
contexto tisular en donde su expresión sea inducida. Un ejemplo es durante el 
desarrollo vascular en ratones nulos para Hey1 que presentan muerte perinatal, 
explicada por un desarrollo anormal del cuarto arco arterioso, lo que produce 
defectos vasculares congénitos e interrupción del arco aórtico. Los autores de esta 
investigación sugieren que la regulación transcipcional dependiente de Hey1 tiene 
un papel importante en la formación vascular (41). 
En el contexto craneofacial, Hey1 se ha visto implicado en el desarrollo de 
estructuras como los órganos dentales; un estudio reciente en ratones ha 
reportado su expresión en pre-ameloblastos, en el mesénquima dental, y en la 
capa sub-odontoblástica de la pulpa dental de molares y de incisivos; siendo una 
clara evidencia de que Hey1 desempeña un papel en la composición de la capa 
sub-odontoblástica y en la diferenciación de ameloblastos (42). También hay 
evidencia que Hey1 tiene una función crucial durante el desarrollo del oído interno 
en el embrión de pollo, debido a que en la plácoda ótica, Hey1 controla el patrón 
de diferenciación espacio-temporal de células ciliadas, actuando como un represor 
de la diferenciación de células prosensoriales (43)(44). 
1.1.5 Activación de la vía Notch 
Una característica especial de la señalización Notch canónica es el requerimiento 
de la interacción molecular directa entre dos células adyacentes: una célula que 
expresa el ligando (célula señalizadora) con una célula que expresa el receptor 
(célula señalizada) (45). La activación de la señalización Notch inicia con la 
maduración del receptor, estos son sintetizados en el retículo endoplásmico como 
polipéptidos de aproximados 300 kDa, posteriormente son sometidos a O-
glucosilación. Una glucosilación inicial es ejecutada por O-fut1 (del inglés O-
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fucosyl-transferase1) , que añade residuos de fucosa ligadas a O a las 
repeticiones EGF-like (46)(47). Posteriormente, la pre-proteína Notch es 
transportada por la GTPasa guanosina trifosfato hidrolasa Rab-6 a través de la vía 
secretora hacia la red trans Golgi, allí unas glucosiltranferasas (Lunatic Fringe, 
Manic Fringe y  Radical Fringe) transfieren N-acetilglucosamina a las repeticiones 
de EGF-like modificado con O-fucosa en el dominio extracelular del receptor 
Notch, esta modificación del receptor regula la activación mediada por el ligando 
(48). A continuación, los receptores Notch son sometidos a proteólisis (S1) por una 
furina covertasa en las sub-unidades N-terminal y C-terminal para formar el 
receptor Notch funcional, un heterodímero de entre 120 y 180 kDa (49), acto 
seguido, los componentes del receptor son traslocados hacia la membrana 
plasmática. Allí, las sub-unidades procesadas se ensamblan en la membrana 
celular como un receptor heterodimérico funcional unido no covalentemente por un 
catión de calcio (50). 
 
La interacción molecular ligando-receptor mediado por el contacto célula-célula 
inicia una cascada de eventos proteolíticos unidireccionales desde la membrana 
plasmática hacia el núcleo, para que el dominio intracelular del receptor Notch 
(NICD) se trasloque al núcleo y active la familia de factores de transcripción CSL 
(del inglés C promoter binding factor-1 [CBF-1], suppressor of hairless, Lag-1) 
(51).  
 
Después de la unión ligando-receptor, la célula que expresa el ligando, induce una 
fuerza mecánica para extraer el dominio extracelular del receptor Notch del 
dominio transmembranal, esta fuerza mecánica provoca dos eventos: (i) expone el 
sitio de proteólisis 2 (S2) en el dominio extracelular del receptor Notch y (ii) induce 
en la célula señalizadora la endocitosis mediada por ligando (trans-endocitosis) 
para que finalmente el ligando y el fragmento extracelular del receptor sean 
degradados o reciclados (26). La exposición del S2 en la célula señalizada hace 
que el dominio extracelular del receptor Notch sea un sustrato para las α-
secretasas ADAM/TACE (del inglés A Disintegrin And Metalloprotease/Tumor 
necrosis factor α Converting Enzyme), estas proteasas producen proteólisis en el 
receptor, en una zona comprendida entre 12 aminoácidos antes del dominio TM y 
dentro de la NRR (52). Este proteólisis en S2 es un paso clave en la activación del 
receptor, el cual crea un intermediario unido a la membrana llamado NEXT (del 
inglés Notch EXtracellular Truncation) que es un sustrato para el complejo γ-
secretasa  (53), un miembro de una familia de proteasas de escisión 
intramembrana, compuesta por una sub-unidad catalítica (presenilina 1 o 
presenilina 2) y subunidades accesorias: nicastrina (NCT), APH1 (del inglés 
Anterior Pharynx-defective 1) y PEN2 (del inglés Presenilin Enhancer 2). 
Nicastrina y APH1 estabilizan PEN2, que a su vez induce proteólisis mediada por 
presenilina (54). 
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Después de esta última proteólisis en los sitios S3 y S4 en el NEXT, es liberado el 
NICD para posteriormente translocarse al núcleo (55). NICD en el núcleo forma un 
complejo de activación transcripcional con la proteína CSL 
(CBF1/RBPjκ/Su(H)/Lag-1). Una vez que el dominio ANK del NICD se acopla con 
CSL, este cambia de un represor transcripcional a un activador transcripcional (9). 
Ocurre una liberación de corepresores de transcripción (Co-r) y recluta un grupo 
de coactivadores de transcripción (Co-A) tales como MAML (del inglés 
mastermind-like 1–3). MAML recluta acetiltransferasas de histonas que conducen 
a una expresión de genes específicos (55). Algunos de los genes que pueden 
activarse son: c-Myc, p21 y ciclina D1 (progresión del ciclo celular), Bcl-2 
(inhibición de la apoptosis), HES 1, 5, 6 y 7(del inglés Hairy and Enhancer of Split 
basic helix-loop-helix) además de los genes Hey. Finalmente la actividad de NICD 
en el núcleo termina con la fosforilación desencadenada por C-CDK8 (del inglés 
cyclin c-cyclin-dependent kinase 8) (56). Posteriormente, la glucógeno sintasa 
quinasa 3β fosforila el dominio PEST, que luego se dirige a la poliubiquitinación 
mediante la ligasa E3 SEL10/FWB7 en el proteosoma (57). Ver figura 1-3. 
 
Figura 1-3: Activación canónica de la vía Notch 
 
La proteína precursora de los receptores Notch son glucosiladas en el retículo endoplásmico (RE), este paso 
es fundamental para la producción de receptores Notch maduros. Posteriormente son transportados hacia 
la red trans Golgi donde sufre una glucosilación adicional y una proteólisis (S1). A continuación, son 
traslocados hacia la superficie celular como un heterodímero unido por interacciones no covalentes. Los 
receptores Notch son activados después de la interacción con el ligando de una célula vecina, dicha 
interacción hace que la célula que expresa el ligando induzca una atracción mecánica, que produce un 
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cambio conformacional en el receptor. Esto hace que se exponga la región reguladora negativa el cual es un 
sustrato para las proteasas ADAM/TACE (S2). La proteólisis en S2 genera el fragmento NEXT, sustrato del 
complejo γ-secretasa, esta proteasa cliva al NEXT (S3 y S4), lo que provoca la liberación del NICD y su 
posterior traslocación al núcleo. Cuando el NICD ingresa al núcleo interactúa con proteína CSL, dicha 
interacción desplaza co-represores transcripcionales y recluta co-activadores transcripcionales que facilitan 
la expresión de genes, entre ellos: c-Myc, p21, Bcl2, Hes y Hey. Por el contrario, en ausencia de NICD, la 
proteína CSL se asocia a proteínas co-represoras, que impiden la transcripción de genes diana. Revise el 
texto para más detalles.                   
1.1.6 Expresión de Hey independiente del NICD 
En el apartado anterior se describió el funcionamiento canónico de la vía de 
señalización Notch, en el que se requiere inicialmente la interacción 
ligando/receptor, hecho desencadena una serie de eventos proteolíticos que 
producen la traslocación del NICD hacia el núcleo y la posterior interacción de 
CSL con complejos co-activadores transcripcionales para inducir la expresión de 
genes corriente abajo. No obstante, se ha reportado un mecanismo de activación 
(no-canónico) independiente de la interacción ligando/receptor (58). La 
señalización Notch no-canónica es independiente de CSL y puede ser 
dependiente o no-dependiente del ligando como se verá a continuación:   
La señalización de Notch está implicada en la expresión de proteínas en neuronas 
posmitóticas tales como sinaptofisina 1 y VGLUT1, la producción de estas 
proteínas aumentan cuando las neuronas se cultivan con células que expresan los 
ligandos Notch, lo que sugiere que la señalización de Notch mantiene la expresión 
de sinaptofisina 1 y VGLUT1. Pero cuando neuronas son cultivadas en un medio 
suplementado con el inhibidor de PKG (del inglés cGMP-dependent protein 
kinase), pero no con el inhibidor del complejo γ-secretasa, hubo disminución de 
estas proteínas, lo que sugiere que el NICD es no es necesario para esta función. 
Estos datos muestran que un mecanismo de señalización Notch no-canónica 
dependiente de ligando, pero independiente de γ-secretasa, está implicada en la 
expresión de proteínas en neuronas post-mitóticas (59). 
Adicionalmente, publicaciones recientes señalan que los receptores Notch pueden 
activarse independientemente de la interacción con el ligando, causada por 
alteración en los genes que controlan la clasificación endosomal, el tráfico, 
ubiquitinación y degradación de los receptores Notch, lo que produce una 
regulación aberrante y una activación “accidental” de los receptores Notch (60) 
(61).  
Para el caso de los genes efectores de la señalización Notch Hey1 y Hey2, 
publicaciones indican su activación tanto in-vitro como in-vivo mediante 
mecanismos no-canónicos. En células endoteliales humanas co-cultivadas en un 
medio enriquecido con Alk1 (un receptor de Bmp) y un inhibidor del complejo γ-
secretasa hubo una potente inducción de Hey1. Resultados que indican que en 
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algunos contextos, la inhibición de la señalización Notch no impide la expresión de 
Hey1 y que además, las proteínas Bmp son potentes inductores de la expresión 
génica de Hey1 (62). Por otro lado, otro estudio informa que aunque la expresión 
de los genes Hey1 y Hey2 en células endoteliales depende del receptor Notch1, 
ambos genes se siguen expresando en el endotelio de ratones knockout para el 
receptor Notch1 (63). Estas investigaciones indican que in-vitro e in-vivo, otras 
vías de señalización están involucradas en la expresión de Hey. Más aun, otra 
investigación reciente indica que existe cierta diafonía entre las vías de 
señalización Notch y Bmp, las cuales dirigen la expresión génica de Hey en el 
endotelio murino (64). En conjunto, estos estudios indican que durante la 
angiogénesis hay una interacción positiva, donde la señalización Bmp a través de 
las proteínas SMAD se sinergizan con Rbp-jk para inducir la expresión de los 
genes Hey.    
1.2 La Vía Notch en procesos tempranos del desarrollo 
1.2.1 Potencial función de la vía Notch en la segmentación 
faríngea 
En los vertebrados, el aparato faríngeo se desarrolla a través de estructuras 
metaméricas pareadas y segmentadas en la porción rostro-ventral del embrión, los 
arcos faríngeos. En etapas tempranas del desarrollo, estos están conformados por 
los tejidos embrionarios ectodermo, endodermo y mesodermo (65). El número de 
estas estructuras puede variar de 5 a 9 según la especie: amniotas como los 
mamíferos y aves se pueden identificar 5 pares  de arcos (generalmente el quinto 
arco desparece o es rudimentario) mientras que en el pez cebra se observan 7 
pares y en la lamprea se han identificado 9 pares de arcos faríngeos(66)(67). La 
aparición cronológica de estas estructuras varía según la especie: en humanos 
entre finales de la tercera e inicios de la cuarta semana de vida intra-uterina; en 
ratón entre las etapas E13 y E16 de Theiler y en pollos aparecen desde el estadio 
HH14 de Hamilton y Hamburger (68). 
 
El evento principal para la morfogénesis del aparato faríngeo es la segmentación 
del endodermo (capa epitelial que recubre la faringe). La segmentación faríngea 
consiste en la evaginación de la pared lateral del endodermo dando lugar a las 
bolsas faríngeas, mientras que externamente, el ectodermo se invagina creando 
ranuras denominadas hendiduras faríngeas, que resultan del contacto entre el 
endodermo y el ectodermo, haciendo que de esta manera los arcos faríngeos 
queden separados entre sí (69)(70). De tal manera que en etapas tempranas de la 
formación de los arcos faríngeos, estas estructuras quedarán cubiertas 
externamente por ectodermo, internamente por endodermo y entre estos dos 
tejidos se localiza el mesodermo; mientras que en etapas posteriores, las CCNC 
(ectomesénquima) estarán dispersas en el mesodermo. Ver figura 1-4.  
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Figura 1-4: Componentes tisulares del aparato faríngeo 
 
Vista lateral de un embrión de pollo en estadio HH23 (4 días de incubación), la línea negra muestra 
el nivel de corte en B. B. Representación esquemática de los tejidos y estructuras que forman el 
aparato faríngeo. Posterior a la migración de las CCNC, los arcos faríngeos estarán cubiertos 
externamente por ectodermo (naranja); internamente por endodermo (azul) y entre ellos el 
mesodermo y las CCNC (amarillo y rosado).  AF: arco faríngeo. 
 
Particularmente, las células del endodermo tienen altos niveles de fibras de actina 
que forman  redes que dirigen la expansión del endodermo, controlando de este 
modo la morfogénesis de la bolsa;  la interrupción de esta red de fibras conduce a 
una formación anormal de la bolsa faríngea (71). Esta segmentación es 
inicialmente regulada por la vía del Acido Retinoico (RA), quien induce en el 
endodermo la expresión del factor de transcripción Tbx1 (72); embriones aviares y 
murinos con alteraciones en la síntesis de RA experimentan defectos en la 
formación de las bolsas faríngeas, lo que sugiere que la señalización dada por la 
vía del RA es necesaria para la segmentación del endodermo y la posterior 
formación de las bolsas faríngeas (73)(74)(75).  
 
Además de la señalización del RA, la vía del Factor de crecimiento fibroblástico 
(Fgf) juega un papel primordial durante la morfogénesis de las bolsas faríngeas 
(76). Estudios realizados en embriones de Xenopus laevis y lampreas 
(Petromyzon marinus) señalan que en embriones control,  grupos de células del 
endodermo migran lateralmente para formar las bolsas faríngeas. Sin embargo, en 
embriones Fgf3 y Fgf8 mutantes, las células del endodermo migran de manera 
desorganizada, generando alteraciones en la segmentación del endodermo y una 
posterior fusión entre los arcos faríngeos que se correlaciona con defectos 
severos en la formación de cartílago (77)(78). La señalización Wingless (Wnt) 
también es un factor crítico de la formación de bolsas y la segmentación faríngea a 
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través de distintos roles: desestabilizando el epitelio endodérmico para promover 
el movimiento lateral de las células formadoras de bolsas, y conduciendo al 
reordenamiento de las células de la bolsa a través de la reestabilización de las 
uniones intercelulares (79).  
 
Aunque numerosos son los estudios que enfatizan en la función del endodermo 
durante la formación del aparato faríngeo, es claro que el mesodermo y del 
ectodermo también son reguladores críticos en la segmentación del endodermo 
(80). Por tanto proponemos que es necesaria una segmentación molecular inicial 
del mesodermo, el cual señaliza al endodermo través de Fgf. El endodermo 
responde a estas señales activando la expresión de RA, una de las moléculas de 
señalización que directa o indirectamente promueve la evaginación del endodermo 
y que induce la expresión corriente abajo de Tbx1, un factor de transcripción 
expresado en el endodermo y que es crucial para el desarrollo del aparato 
faríngeo. Lo anteriormente comentado se pone en evidencia puesto que 
embriones aviares con señalización RA deficientes, muestran una reducción 
importante en la expresión de Tbx1 en el endodermo, lo que produce un fallo en la 
formación de las bolsas faríngeas y defectos en la caracterización de los arcos 
faríngeos caudales (74)(81). Concomitante a la activación de Fgf en el 
mesodermo, en el endodermo se induce la expresión de Wnt, molécula importante 
durante la segmentación del endodermo. Su función radica en promover 
transiciones dinámicas en la morfología y las relaciones intercelulares que 
promueven la remodelación tisular en dos eventos por separado: inicialmente 
desestabiliza el epitelio endodérmico para promover el movimiento lateral de las 
células formadoras de bolsa y posteriormente induce la reordenación de las 
células de la bolsa mediante la reestabilización de las uniones adherentes (82). El 
papel de Wnt durante la formación de las bolsas faríngeas también tiene 
sinergismo con Fgf8 y Fgf3, moléculas que tienen una particular función durante la 
segmentación del endodermo y la posterior formación de las bolsas faríngeas, 
puesto que estas se forman por la migración dirigida de grupos de células 
endodérmicas. En animales doble mutantes para Fgf8/3, la migración de células 
endodérmicas es desorganizada y las bolsas no se forman, este hecho ha sido 
confirmado en modelos murinos y en pez cebra, hecho que demuestra que la 
función de Fgf en la formación de bolsas faríngeas  es probablemente conservada 
entre vertebrados. (77). 
 
Es importante destacar que varias investigaciones demuestran que los 
componentes del aparato faríngeo tienen la capacidad de regionalizarse y adquirir 
su identidad en ausencia de las células de la cresta neural (CCN)(83)(84). Lo que 
demuestra que la formación del aparato faríngeo es un proceso independiente de 
la presencia de las CCN, por lo tanto, no es necesaria la presencia de las CCN 
para la formación de los arcos faríngeos, aunque  en tapas más tardías de la 
diferenciación y patronamiento tisular su presencia es imprescindible para la 
diferenciación de tejidos del complejo craneofacial. 
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Como es de notar, varias cascadas de señalización son reguladoras de la 
segmentación de endodermo y la posterior morfogénesis de los  arcos faríngeos, a 
nuestro entender, se requiere la integración de los circuitos moleculares antes 
mencionados debido a que todos son indispensables para la formación del aparato 
faríngeo, por tanto proponemos que estas redes no actúan de manera 
dependiente uno de otra, sino que más bien la integración de estas redes es 
necesaria para la adecuada morfogénesis del aparato faríngeo.  
 
Adicionalmente, trabajos del grupo de investigación en crecimiento y desarrollo 
craneofacial de la Universidad Nacional de Colombia han encontrado expresión de 
varios componentes de la vía de señalización Notch, dentro de estos el gen 
efector Hey1, el cual se expresa durante el proceso de segmentación del 
endodermo en el modelo de embrión de pollo (17). Estos datos  muestran un 
potencial papel de la señalización Notch durante el establecimiento y desarrollo 
temprano de los arcos faríngeos, que hasta la fecha aún no es claro el mecanismo 
por el cual la vía Notch participa en este proceso en la especie Gallus gallus. Dado 
lo anterior, se  ha planteado la hipótesis que la vía Notch puede estar tanto 
corriente abajo como corriente arriba de las vías de señalización mencionadas 
anteriormente o de otra manera, puede estar actuando paralelamente a estas vías 
durante el desarrollo faríngeo. 
1.2.2 Papel de la vía Notch en la inducción, delaminación y 
migración de las células de la cresta neural craneal 
En simultánea con la formación de los arcos faríngeos, una población especial de 
células, las CCN son inducidas por interacciones entre el ectodermo, el 
mesodermo y la placa neural (85). Este grupo celular se forma en el límite entre la 
placa neural y el ectodermo no neural y su desarrollo es regulado por tejidos, 
factores ambientales y redes moleculares que hacen que esta población celular 
inicialmente sea inducida, luego tome capacidades migratorias, para finalmente 
diferenciarse y originar distintos tipos de tejidos especializados(86) (87).  
 
El primer paso para la formación de las CCN es la inducción; este es un proceso 
complejo que involucra señales moleculares reguladas por las vías Wnt, Bmp, Fgf 
y la vía de señalización Notch en el borde de la placa neural, estableciendo  así  
un territorio que contiene células con potencial para formar CCN, una región de 
expresión diferencial génica, llamada el ectómero (88)(89). Estas señales regulan 
un conjunto de genes, especificadores de borde de placa neural que incluyen los 
factores de transcripción Msx1/2, Pax3/7 y Zic.(90). Estos factores de transcripción 
a su vez, regulan un grupo de genes que confieren identidad a las CCN, entre 
estos (especificadores de la cresta neural) incluyen de los genes Snail, Slug, 
FoxD3, SoxE, entre otros. (91)(92). Finalmente, estos especificadores de la cresta 
neural regulan la expresión de otros  genes que hacen que las CCN adquieran 
capacidades migratorias y de diferenciación. (93)(94)(95). 
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A través de estudios en modelos aviares, pez cebra, y Xenopus, se ha demostrado 
que la inducción de la cresta neural se debe a una respuesta del ectodermo a 
niveles intermedios las proteínas Bmps (96), que son dependientes  a la actividad 
de antagonistas de Bmp como cordina, folistatina y nogina secretados desde el 
mesodermo para-axial (97)(96)(98)(99) y de Shh desde el mesodermo axial 
(Notocorda) (100). Experimentalmente se ha demostrado  in vivo e in vitro que la 
sobreexpresión de cordina es suficiente para provocar la inducción de la cresta 
neural e incrementar los niveles de expresión de Slug (101).  
Adicionalmente a cordina, folistatina y nogina, la señalización Notch regula los 
niveles de expresión de Bmp en el ectodermo. Estudios en Xenopus han 
demostrado que la señalización Notch se requiere antes de la expresión de Bmp 
para promover la formación de la cresta neural y restringir esta expresión al límite 
de la placa neural (89). De igual modo, se ha demostrado que la expresión de 
Xotch (un homólogo del receptor Notch en Xenopus) induce la expresión temprana 
de marcadores de las CCN como Twist. El truncamiento del receptor Notch induce 
pérdida de expresión de Twist y  retraso en la diferenciación de CCN (102). 
 
La función de la señalización Notch durante la formación inicial de las CCN 
también se ha evaluado en modelos aviares, donde se ha reportado que la 
expresión del ligando Delta1 en el ectodermo no neural tiene una función dual: 
activar y mantener la expresión de Bmp4 y además de inhibir la expresión de Slug 
en el ectodermo no neural. Mutaciones de Delta1 en ectodermo no neural 
producen la pérdida de la expresión de Slug en la cresta neural presuntiva. 
También se ha reportado que Deltex, un mediador de la señalización Notch tiene 
una función crucial durante la formación de la cresta neural en codornices. Deltex 
es expresado en el ectodermo no neural y la pérdida de función de Deltex 
mediante dominante negativo, causa reducción de la expresión de Slug. 
Adicionalmente, estos mutantes muestran expresión reducida de Bmp4, un 
inductor de cresta neural. En conjunto estos hallazgos evidencian que la 
señalización Notch media la formación de las CCN a través de Delta1 y Deltex 
promoviendo la expresión de Bmp4 (103)(104). Estos estudios demuestran que 
indirectamente que la señalización Notch es necesaria para la inducción de la 
cresta neural, ya que moderados niveles de señalización Notch son necesarios  en 
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Figura 1-5: Determinantes moleculares de inducción, delaminación y migración 
de las CCNC  
 
 
A. Señales inductivas desde los tejidos circundantes actúan sobre el borde de la placa neural para 
activar los factores de transcripción especificadores del borde de la placa neural. B. Estos a su vez 
actúan sobre la cresta neural presuntiva para activar factores de transcripción especificadores de la 
cresta neural. C. Expresados los especificadores de la cresta neural, ocurren cambios sustanciales 
en la forma, motilidad y adhesión, lo que le permite a las CCN segregarse, delaminar y migrar del 
tubo neural. 
 
Una vez expresados los especificadores de la cresta neural, ocurren varios 
eventos que conducirán a cambios sustanciales en la forma, motilidad y adhesión 
celular que permitirán que las células CCN puedan segregarse, delaminar, y 
migrar del tubo neural, a lo largo de vías precisas, de acuerdo con la posición que 
ocupen en el tubo neural. 
 
Estas  células migratorias activan receptores que les permiten responder e 
interactuar con otras células y con el ambiente a través del cual migran. Las 
interacciones recíprocas entre las células con su ambiente pueden tener papeles 
importantes en la dirección del patrón de migración (105). Las CCN migran a 
través de rutas organizadas hacia distintas zonas del embrión; dichas rutas de 
migración son metaméricas. De manera interesante estas corrientes de migración 
son inhibitorias, es decir, que las CCN son restringidas a ciertas regiones, ya que 
cada ruta es especificada por marcadores que delimitan zonas para las distintas 
poblaciones de CCN (106). Estas rutas de migración hacen que las CCN se 
pueden clasificar según el sitio hacia donde migran (CCN trocales, vagales, 
cardiacas y craneales) (107). Estas últimas, son las que poblaran los arcos 
faríngeos en formación. 
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En el caso de las CCNC, varias vías de señalización que incluyen ligandos y 
receptores de efrinas (Eph) juegan un papel importante guiando y restringiendo la 
migración cefálica de éstas, hacia los arcos faríngeos. Las CCNC que se dirigen 
hacia el tercer y cuarto arco expresan receptores EphA4 y EphB1, mientras que 
aquellas que migran hacia el segundo arco expresan ligandos EphB2 (108). Las 
interacciones inhibitorias entre estas CCNC y las células del segundo arco evitan 
el entrecruzamiento entre las poblaciones celulares manteniéndolas en sus 
respectivas vías de migración (109). Con respecto a la ruta de migración de las 
CCNC hacia el primer arco faríngeo responsable del desarrollo de las principales 
estructuras faciales, se ha identificado a Npn2/Sema3F como principales guías de 
este proceso de migración (110). Ver figura 1-6. 
 
Figura 1-6: Regulación molecular de las rutas de migración de las CCNC 
 
 
Posterior a la delaminación, las CCNC adquieren capacidades migratorias, que les permitirán 
migrar a través de rutas establecidas y poblar los arcos faríngeos ya formados. De esta manera, 
las CCNC que migran desde el mesencéfalo posterior y de los rombómeros 1 y 2 (R1 y R2) 
poblarán las prominencias faciales (CCN trigeminales, en rojo); aquellas que migran desde el 
rombómero 4 (R4) poblarán el segundo arco faríngeo (CCNC hioideas, en verde), por último, las 
CCNC que migran desde los rombómeros 6 y 7 (R6 y R7) poblarán el tercer y cuarto arco faríngeo 
(CCNC post-óticas, en amarillo y fucsia respectivamente). Npl: Neuropilinas, Sema: Semaforinas, 
Eph: Efrinas. R: rombómera, P Max: prominencia maxilar, P Mand: prominencia mandibular, AF: 
arco faríngeo. 
 
Asimismo, durante el desarrollo craneofacial y neurogénico, la vía Notch regula 
eventos críticos como la migración, proliferación y diferenciación de las CCNC 
(111)(112). Este hecho se ha puesto en evidencia a través de estudios en modelos 
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murinos, donde se ha comprobado que la ganancia de función de la señalización 
Notch en estadio E10.5 produce defectos craneofaciales severos, que en gran 
medida se debieron a una reducción en la expresión del marcador de migración de 
las CCNC, Crabp1, así como a la reducción en la expresión de los marcadores de 
diferenciación Twist1, Sox9, y Msx2 en los dos primeros arcos faríngeos, además 
de un aumento en la proliferación de las CCNC en E10.5 (113). 
 
En el modelo de pollo también se ha comprobado que la sobreexpresión de Notch 
altera la proliferación de las CCNC. Cuando se induce la sobreexpresión de 
Lunatic Fringe, (una glucosiltranferasa que modula la actividad de Notch) hay 
incremento significativo en el porcentaje de CCNC, debido a un aumento en la 
expresión del ligando Delta1 en la porción dorsal del tubo neural (114). Esto 
sugiere una función importante de Lunatic Fringe en la modulación de la 
señalización Notch en el control del número de CCNC. Por el contrario, en 
embriones de ratón con pérdida de función de Notch se encontró alteración en el 
patrón de migración y una importante disminución en la proliferación de las CCNC 
en E10.5. En el estadio E14.5, las estructuras craneofaciales fueron relativamente 
normales, mientras que en E18.5 los embriones muestran defectos en el cierre de 
la sutura frontal y en la formación del hueso frontal (113). Probablemente esta 
alteración en los patrones de migración de las CCNC en los embriones mutantes 
se deba a una reducción en la expresión en los receptores para EfrinaB2, lo que 
causó en las CCNC una alteración en la polaridad rostro-caudal, la cual es 
fundamental para su adecuada migración (115). Estos resultados demuestran que 
son necesarios niveles adecuados de la señalización Notch para regular la 
migración y la diferenciación, así como garantizar un equilibrio 
proliferación/apoptosis de las CCNC. 
 
1.3 La Vía Notch en el patronamiento de la cara 
1.3.1 La interacción entre las vías de señalización Notch, BMP y 
End1 regulan genes a lo largo del eje Dorso-Ventral de la 
cara. 
Gran parte del esqueleto craneofacial en los vertebrados es derivado de las 
CCNC, que migran desde el tubo neural hacia los arcos faríngeos (116). Esta 
migración se debe a patrones migratorios que se establecen para un desarrollo 
adecuado de la cabeza (70). Es por esto que la morfogénesis y el patronamiento 
del esqueleto facial se basan en la organización de los precursores esqueléticos 
derivados de las CCN a través de los ejes Rostro-Caudal (RC) y Dorso-Ventral 
(DV), los cuales son regulados en gran parte por los factores de transcripción Hox 
y Dlx, respectivamente (117)(118)(119)(120).  
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Específicamente, la regulación del patronamiento facial a lo largo del eje (DV) se 
debe a la integración de circuitos regulatorios moleculares que actúan de manera 
sinérgica y algunas veces inhibitoria. Entre las vías de señalización molecular más 
estudiadas que regulan el patronamiento Dorso-Ventral del esqueleto facial se 
destacan End1, Bmp y la vía de señalización Notch (121)(122)(123).  
 
Las Bmp desempeñan un papel crucial durante el desarrollo craneofacial, 
regulando  eventos clave de la morfogénesis craneofacial como el desarrollo de 
las CCNC y el patronamiento facial (124).  Se ha reportado además que Bmp 
interactúa con End1 para modelar el eje DV de los arcos faríngeos. Ensayos de 
pérdida de función en ratones y Pez cebra demostraron que la inhibición de Bmp 
reduce la expresión ventral de Edn1 y de otros genes  específicos de la porción 
ventral de los arcos como Hand2, Msx1/2 y Dlx6a, a la vez que expande la 
expresión dorsal de Jagged1b (125)(126). Estas alteraciones dan lugar a una 
pérdida o reducción de elementos esqueléticos ventrales e intermedios, lo que 
demuestra que las Bmp actúan corriente arriba de Edn1 para promover destinos 
ventrales en los arcos faríngeos durante el patronamiento DV temprano. 
 
Por el contrario, Bmp ectópico expandió hacia dorsal la expresión de genes 
específicos de dominio ventral y reducción en la formación del cartílago facial 
dorsal (126). Con estos resultados los autores demuestran que después de la 
migración de las CCNC hacia los arcos faríngeos, la señalización Bmp es 
necesaria para: i) inducir la expresión de End1, ii) regular la expresión de factores 
de transcripción de dominio ventral corriente debajo de Bmp (Hand2 y Dlx6), iii) 
dirigir o controlar la formación ventral del esqueleto facial, y  iiii) reprimir en el 
dominio ventral la expresión de genes de dominio dorsal como es el caso de la 
expresión de Jagged1b/Notch. Otro estudio demuestra que la señalización Bmp y 
Edn1 tienen papeles distintos en la especificación de los esqueletos ventrales e 
intermedios, donde las Bmp promueven fuertemente la expresión de Hand2 en 
precursores esqueléticos ventrales, mientras que Edn1 promueve la expresión de 
nkx3.2 y de Dlx3b, Dlx5a y Dlx6a en el dominio intermedio. Además, Edn1 y 
Jagged1b/Notch modelan el esqueleto facial intermedio y dorsal mediante la 
inducción del antagonista de Bmp, Gremlin2 (Grem2), que restringe la actividad de 
Bmp a la zona más ventral, inhibiendo su actividad en la región Dorsal (127).  
 
Por lo tanto, las interacciones inhibitorias cruzadas entre Bmp y Edn1 separan 
inicialmente una región ventral homogénea en distintos dominios ventrales e 
intermedios. Estos estudios proponen un modelo en el que la expresión de Bmp se 
restringe a la porción más ventral del primer arco debido a la inducción en los 
dominios dorsal e intermedios de su antagonista Grem2 por End1 y Jaged1b.  
 
En síntesis, el patronamiento dorso ventral facial  depende de la interacción de las 
cascadas de señalización Bmp, End1 y Jag1/Notch y consecuentemente de la 
regulación y actividad de varios genes  inducidos por estas vías de señalización. 
End1 es una de las principales vías de señalización que establece la identidad de 
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las CCNC del proceso mandibular, organizando la articulación de la mandíbula y 
los dominios dorsal, intermedio y ventral del arco mandibular activando la 
expresión de Barx1 e induciendo la expresión anidada de los factores de 
transcripción Dlx. Asimismo, Bmp organiza los precursores esqueléticos ventrales 
induciendo la expresión de Hand2 y End1, que a su vez induce la expresión de 
Msx1 y Gsc. Bmp actúa en conjunto con End1 manteniendo restringida la 
expresión de Jag1/Notch en el dominio dorsal. Finalmente, Jag1/Notch asegura la 
identidad del dominio dorsal del arco mandibular induciendo la expresión de Hey1 
y Grem2, este último, antagonizando a Bmp y por tanto, mantiene restringida la 
expresión de Bmp en el dominio ventral del arco mandibular. 
1.3.2 Interacciones entre Jagged1-Notch/End1 en la morfogénesis 
del esqueleto dorsal facial. 
Endotelina1 (End1) es un péptido morfógeno secretado por el ectodermo y el 
mesodermo faríngeo, que actúa a través del receptor A de Endotelina (Endra) 
expresado en las CCNC (128). Estudios previos en Pez cebra, lampreas, ratón y 
pollo han reportado la expresión temprana de transcritos de Endra en las CCN y 
de End1 en el ectodermo y mesodermo  durante el desarrollo facial, lo que sugiere 
que la interacción paracrina End1/Endra entre las CCN y su micro-ambiente puede 
regular importantes eventos morfogenéticos craneofaciales (129)(130)(131)(132). 
 
Estudios funcionales en modelos de pollo y  lamprea tratados con fármacos 
antagonistas del eje End1/Endra, mostraron que los embriones tratados exhibieron 
defectos craneofaciales severos asociados a malformaciones del componente 
mandibular: deformación de la porción ventral del primer arco y dismorfogénesis 
del esqueleto hipobranquial (133)(131). De igual manera, la inactivación génica de 
End1 y Endra en ratones, genera homeosis de elementos mandibulares a 
maxilares (formación en espejo de dos maxilares superiores), alteraciones en las 
estructuras cartilaginosas derivadas del arco mandibular y disminución en la 
expresión de los factores de transcripción Goosecoid, Dlx5/6, Hand2 y alteración 
en la expresión de Twist1, Msx1, Dlx1/2 (134)(132)(135). De manera coincidencial, 
los mismos defectos craneofaciales encontrados en los ratones End1/Endra 
mutantes también se evidenciaron en ratones con inhibición de Dlx5/6 (136). Lo 
que demuestra que el eje End1/Endra establece la identidad de la mandíbula, 
organizándola a través de la inducción de Dlx5/6, Goosecoid y Hand2 en los 
componentes esqueléticos derivados de las CCNC.  
 
De manera más amplia, estudios de la señalización End1 en Pez cebra indican 
que el patronamiento temprano del mesénquima del primer arco mediado por 
End1 arco consta de 3 dominios: dorsal (D), intermedio (I) y ventral (V). End1 
activa la expresión de genes corriente abajo que regulan el patronamiento D, I y V. 
Entre esos, Dlx1a/2a (dorsal), Bapx1 (también conocido como nkx3.2) y Dlx5/6 
(intermedio) y Hand2 (ventral) (129)(137).  
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Por otra parte, otros estudios han reportado que la articulación de la mandíbula es 
una estructura que expresa genes de dominio intermedio como nkx3.2 y trps1. La 
expresión de estos dos genes en la articulación de la mandíbula requiere la 
expresión de dlx3b/4b/5a, de tal modo que el knockdown de dlx3b/4b/5a produce 
expansión hacia el dominio intermedio de la expresión de Hand2 y defectos 
morfológicos en la articulación de la mandíbula (138).  
 
Por otro lado, en ratones Hand2 mutantes, los arcos hioideo y mandibular son 
hipoplásicos debido al aumento de muerte celular programada, mientras que la 
expresión de Msx1 en el mesénquima derivado de las CCN no es detectable. 
Además se ha identificado un mantenimiento aberrante en la expresión de Dlx5/6 
en el mesénquima de los arcos faríngeos (139)(140)(141). Estos datos sugieren 
un sistema en el que la secreción de End1 desde el ectodermo estimula la 
expresión de Dlx5/6 en el dominio ventral del mesénquima, que a su vez regula 
positivamente la expresión de Hand2. Hand2 a su vez ejerce una regulación 
positiva sobre Msx1 y negativa de Dlx5/6. La interrupción de esta red molecular 
resulta en la hipoplasia del primer y segundo arco faríngeo provocada por 
aumento de eventos apoptóticos. Dada la similitud en las características de los 
fenotipos craneofaciales encontrados en embriones con inhibición génica o 
farmacológica del eje End1/Endra y en aquellos con mutaciones en Dlx, se 
demuestra que la vía End1/Endra regulan un grupo de factores de transcripción 
corriente abajo (Dlx5/6, Msx1, Hand2 y Goosecoid) que confieren la identidad 
mandibular y regulan el patronamiento facial intermedio y ventral.  
 
Varios estudios en diferentes especies han mostrado la expresión de genes 
componentes de la vía Notch durante el desarrollo facial temprano. Un estudio en 
el modelo de pollo reportó transcritos para el receptor Notch1 en la región caudal 
de la prominencia frontonasal y en la región medial de la prominencia maxilar; 
adicionalmente, se detectaron transcritos del gen que codifica para el ligando 
Serrate1 en los procesos globulares de la prominencia frontonasal y en la región 
medial de las prominencias maxilar y mandibular en etapas tardías de la formación 
del tercio medio facial (18). Del mismo modo, estudios en Pez cebra también han 
identificado la expresión de componentes de la vía Notch, específicamente del 
ligando Jagged1b, receptor Notch2 y del gen diana Hey1 en los precursores 
esqueléticos dorsales (142). Ensayos de pérdida de función en este modelo 
animal han reportado que tras el bloqueo de Jag1b y Notch2 hay una expresión 
ectópica hacia dorsal de genes del dominio ventral. Este cambio de patrón de 
expresión, genera defectos en las estructuras esqueléticas derivadas de la porción 
dorsal del primer arco faríngeo. Por el contrario, la activación de la vía Notch 
inhibe la expresión de los factores de transcripción Dlx en precursores ventrales, lo 
que resulta en una agenesia mandibular, fenotipo visto en los mutantes Edn1 
(143). Estos resultados muestran que la vía Notch confiere la identidad dorsal del 
esqueleto facial, reprimiendo  la expresión de factores de transcripción Dlx 
(regulados positivamente por End1) en los precursores dorsales para promover la 
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correcta morfogénesis del maxilar superior. Por lo tanto, es necesaria la 
interacción antagónica Jag1b-Notch2/End1 para promover distintos dominios a 
través del eje dorso-ventral facial. Por tanto, se ha propuesto que la función 
principal de la señalización End1 en el patronamiento facial es restringir la 
señalización Jagged1/Notch en el dominio Dorsal (143)(144). 
 
Adicionalmente, un análisis de diferenciación de esquelética en embriones de Pez 
cebra con mutaciones en NICD y Jag1b reveló que Barx1 (gen de dominio ventral) 
es comúnmente reprimido por la señalización Jagged1b-Notch e inducido por 
Edn1 a lo largo del eje dorso ventral del primer arco faríngeo (144). El análisis en 
la expresión de Barx1, reveló que el cartílago facial se forma primero en regiones 
de alta concentración de Edn1 y baja concentración Jagged1b-Notch (144). 
Consistente con el papel de la señalización Jagged1b-Notch en la restricción de la 
diferenciación del cartílago, la pérdida de Notch resultó en la expansión de la 
expresión de Barx1 en la región dorsal de los arcos faríngeos. En síntesis, estos 
datos demuestran el papel clave que juegan las vías de señalización 
Jagged/Notch y End1 mediante un antagonismo, Jag-Notch reprimiendo y Edn1 

















2. Confirmación de la expresión de Hey1 
durante el desarrollo facial de embriones de 
pollo en estadios HH18 y HH21. 
Resumen 
Las malformaciones craneofaciales son anomalías congénitas que causan un 
impacto negativo en las personas que las padecen, y suelen ser provocadas por 
alteraciones del desarrollo craneofacial normal. Sin embargo, para comprender 
los mecanismos subyacentes a la aparición de las anomalías que afectan el 
complejo craneofacial, es necesario entender primero los procesos 
morfogenéticos que regulan la manera en que se desarrollan las estructuras que 
conforman la cabeza. En los humanos, y en general los vertebrados, la cabeza es 
tal vez la estructura más compleja; esta complejidad radica, en que para su 
formación, es necesaria una integración armónica entre redes moleculares que 
controlan las interacciones entre los tejidos involucrados durante su desarrollo; es 
por esto, que disfunciones en estas redes moleculares pueden dar lugar a la 
aparición de anomalías craneofaciales. En décadas recientes y gracias al 
esfuerzo de varios investigadores, se ha podido avanzar en el conocimiento de 
los mecanismos moleculares que regulan la morfogénesis craneofacial, los cuales 
han vinculado distintas vías de señalización, entre las que se cuentan a: Shh, 
Bmp, Fgf y Wnt; y que actúan como reguladores directos del desarrollo del cráneo 
y la cara. Otra vía de señalización molecular implicada durante el desarrollo de 
algunas estructuras como el oído interno y paladar es la vía Notch. Vía que ha 
venido siendo estudiada por el grupo de investigación en Crecimiento y Desarrollo 
Craneofacial de la Universidad Nacional de Colombia, donde se han 
caracterizado por hibridación in-situ los patrones de expresión de elementos de 
esta vía de señalización, usando como modelo, el embrión de pollo. Entre los 
elementos de esta vía, ha sido observada la expresión del gen efector Hey1, del 
que se cree puede tener un papel prominente, durante el desarrollo facial. En el 
presente trabajo, para dilucidar la función de este gen efector, inicialmente se 
corroboró la expresión reportada previamente a través de hibridación in-situ, por 
medio de RT-PCR e inmunofluorescencia; esto con el fin de identificar temporo-
espacialmente los transcritos, así como de la proteína. Los resultados obtenidos 
fueron la expresión de Hey1 en el ectodermo y el mesénquima de los primordios 
faciales, así como en las plácodas ectodérmicas trigeminal, olfatoria y ótica; 
resultados que indican que Hey1 podría regular procesos morfogenéticos, 
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posiblemente supervivencia celular en el mesénquima de los primordios faciales, 












































La morfogénesis craneofacial temprana inicia con la formación de las capas 
germinativas, la caracterización de los arcos faríngeos y procesos como la 
inducción, trasformación epitelio-mesenquimal, delaminación, migración y 
diferenciación de las células de la cresta neural; procesos ampliamente 
estudiados en distintos modelos animales donde se ha demostrado que la vía de 
señalización Notch juega un papel primordial (17)(113). En cuanto a la 
importancia que pueda tener la vía de señalización Notch durante la morfogénesis 
facial, existen reportes que mencionan que anormalidades en los genes que 
codifican para los diferentes componentes de la vía producen anomalías 
craneofaciales, tales como los evidenciados en los síndromes de Alagille (AS) y 
Hajdu-Cheney (HCS) (14)(145)(146). Por otro lado, después de varios trabajos 
del  grupo de investigación en Crecimiento y Desarrollo Craneofacial se han 
reportado patrones de expresión componentes de la vía de señalización Notch, 
dentro de ellos, particularmente la expresión de Hey1, que parece ser muy 
importante durante la morfogénesis facial (147) (148). Pero a pesar de que se han 
caracterizado patrones de expresión de los diferentes componentes de la vía 
Notch y en especial de Hey1, aún no es claro el papel que juega esta vía de 
señalización en la formación facial. Por esto, se propuso realizar los experimentos 
de funcionalidad para este gen; siendo necesario, primero confirmar este patrón 
de expresión, para posteriormente realizar estudios de pérdida de función, y así 
poder determinar la posible relación de este gen efector con otras vías de 
señalización, en la morfogénesis facial. En este capítulo se muestran los patrones 
de la expresión del transcrito de Hey1 por hibridación in-situ, RT-PCR, y la 
expresión de la proteína mediante inmunofluorescencia; con los cuales, se 















2.2.1 Obtención y manejo de embriones de pollo 
Se utilizaron embriones de pollo de la especie Gallus gallus que fueron donados 
por la incubadora Triángulo Pollo Rico, Villeta-Cundinamarca y por el Laboratorio 
Nacional de Diagnóstico Veterinario del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), 
Bogotá-Colombia. Los huevos fertilizados fueron incubados en condiciones de 
temperatura y humedad controlada 380C y 60% respectivamente hasta los 
estadios HH18 y HH21 siguiendo los criterios de Hamilton y Hamburger (149). 
Los embriones fueron extraídos de los huevos y colocados en buffer fosfato salino 
(PBS) fresco para su limpieza previo a la fijación. La fijación se realizó por 
inmersión en paraformaldehido al 4% en PBS entre 7-12 horas de acuerdo al 
estadio embrionario. Posteriormente los embriones fueron deshidratados en una 
serie de lavados con concentraciones crecientes de metanol en PBST (25%, 
50%, 75% y 100%) y almacenados a -20 0C en metanol 100% hasta su 
procesamiento para hibridación In-situ. Ver anexo A para más detalles. 
2.2.2 Hibridación in-situ 
Los embriones fueron extraídos para posteriormente ser procesados para 
Hibridación In-Situ con el uso de ribosonda antisentido marcada con Digoxigenina 
para detectar transcritos para Hey1. Protocolo previamente usado por (147). Los 
plásmidos que contienen los cDNA molde para la síntesis de las sondas fueron 
generosamente donados por el Dr Fernando Giraldez del Grupo de investigación 
de Biología de Desarrollo de la Universidad Pompeu Fabra-Parc Recerca 
Biomédica de Barcelona.  
Durante el primer día los embriones fueron rehidratados en una serie de lavados 
con concentraciones decrecientes de metanol en PBST (100, 75, 50%). Una vez 
rehidratados los embriones fueron lavados 3 veces con PBST. Con el fin de 
permeabilizar el tejido y facilitar la penetración de la sonda a evaluar, los 
embriones fueron pretratados con Proteinasa K 10μg/ml a temperatura ambiente 
por tiempos de 8 y 15 minutos para los estadios de desarrollo HH18 y HH21 
respectivamente. Posteriormente los embriones fueron lavados en PBS y 
posfijados en paraformaldehído al 4% fresco, lavados nuevamente en PBT, luego 
preincubados en solución de hibridación por 10 min a temperatura ambiente, 
luego a 60°C por tres horas y después incubados toda la noche con la sonda 
antisentido a 60°C.  
Al segundo día, se realizaron 3 lavados poshibridación con solución I (Formamida 
50%, SSC 5X y SDS 1%) y solución II (Formamida 50% y SSC 2X) por 30 min 
cada uno, seguido de lavados con TBST. Finalmente, se realizó bloqueo de 
inespecificidad con solución de bloqueo (albúmina de suero bovino + suero fetal 
bovino en TBST) por 3 horas a temperatura ambiente e incubación con anticuerpo 
Anti-Dig (1: 5000 en Solución de bloqueo), toda la noche a 4°C.  
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Finalmente, en el tercer dia, se realizaron 6 lavados con TBST por 30 minutos con 
el objetivo de eliminar los excesos de anticuerpo, posteriormente se realizaron 3 
lavados con NTMT por 15 min cada uno y posteriormente la visualización de los 
sitios de hibridación fue realizada a través de un sistema de detección NBT/BCIP. 
Una vez identificadas las zonas de marcacion positivas para los sitios de interes, 
se hizo un lavado en NTMT y 3 enjuagues en PBST; se hizo posfijacion en 
paraformaldehido al 4% y 3 lavados adicionales con PBST. Por último se hizo 
adquisicion de las imágenes de embriones completos sometidos a Hibridación In-
situ. Para mas detalles ver anexo B. 
La especificidad de la sonda utilizada para hibridación In-situ fue confirmada tras 
la evaluación de la expresión en áreas reportadas con anterioridad, las cuales 
sirvieron como controles positivos. La especificidad de la sonda para identificar 
transcritos específicos para Hey1 se estableció tras el análisis de la expresión 
reportada en la plácoda ótica (43) (figura 2-1). 
Figura 2-1:  Especificidad de la sonda usada para detectar transcritos para Hey1 
 
 
A. Expresión Hey1 previamente reportada en el polo anterior (PA) y el polo posterior (PP) de la 
plácoda ótica tomado de (43). B. Expresión obtenida en este estudio para Hey1 en las mismas 
zonas. 
2.2.3 RT-PCR 
Se extrajeron embriones estadios HH18 y HH21; luego fueron sumergidos en 
PBS y bajo observación directa con estereomicroscopio se hizo retiro de 
membranas extraembrionarias y disección de las prominencias faciales y 
plácodas óticas (control positivo previamente reportado (44). (Figura 2-2, A y B 
óvalos rojos y azules respectivamente). Se hizo extracción del RNA total con el 
reactivo Trizol (TRIzol™ Reagent, Thermo Fisher Scientific) según las 
recomendaciones del fabricante. Para mas detalles ver anexo E.  
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Aislado el RNA total, se hizo retro-transcripción usando un kit comercial (Super 
Script IV First-Strand Synthesis System for RT, Thermo Fisher Scientific)  
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial, el cDNA purificado se usó 
como plantilla para la PCR. Para la reacción en cadena de la polimerasa se utilizó 
una polimerasa comercial (GoTaq® Flexi DNA Polymerase, Promega). Ver anexo 
F. Se usaron primers específicos previamente reportados (44). Las secuencias de 
los primers usados para detectar la expresion de Hey1 y GAPDH, asi como el 
tamaño de los fragmentos amplificados en pares de bases (bp) se muestran en la 
tabla 2-1. 




A y B embriones de pollo en estadios HH18 y HH21 respectivamente; donde se muestra con los 
óvalos las estructuras que se tomaron para la extracción de RNA y asi confirmar por TR-PCR la 
expresión de Hey1 en los primordios faciales. En rojo las prominencias faciales; en azul, las 
plácodas óticas (control positivo). 
 
Tabla 2-1: Secuencias de primers utilizados para RT-PCR Hey1 
 
Primers específicos (previamente reportados por (44) para confirmación de expresión de Hey1. 
GAPDH fue usado como gen de referencia. 
2.2.4 Electroforesis 
Para la electroforesis se prepararon 100 mL de gel de agarosa (SeaKem LE 
Agarose, Lonza) al 1.5% en buffer TBE 1X. Dicho gel fue teñido con 2 ɥL de 
SYBR safe (HydraGreen Safe DNA Dye, Thomas Scientific). Se sembraron en 
cada pozo del gel 3 ɥL de producto de PCR. Se utilizó marcador de peso de 100 
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pares de bases (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific) y se corrieron 
las muestras a 110 mV durante 30 minutos. Finalizada la electroforesis, se 
visualizó el gel en fotodocumentador. 
2.2.5 Detección de la expresión diferencial de Hey1 en primordios 
faciales 
Para identificar la expresión diferencial de Hey1 en los primordios faciales, fueron 
separadas las prominencias maxilares (PMax) y prominencias mandibulares 
(PMd) (figura 2-3 punteado, rojo y azul respetivamente) de embriones de pollo en 
estadios HH18 y HH21. Luego de manera independiente, se hizo extracción de 
RNA total a los primordios faciales y posteriormente RT-PCR. 
Figura 2-3: Disecciones de los primordios faciales para confirmar expresión 
diferencial de Hey1 por RT-PCR 
 
 
A y B embriones de pollo en estadios HH18 y HH21 respectivamente. Punteado en rojo muestra la 
prominencia maxilar, punteado azul muestra la prominencia mandibular. 
2.2.6 Preparación de embriones para secciones histológicas  
Se extrajeron los embriones en los estadios antes comentados, se sumergieron 
en PBS y se retiraron membranas extraembrionarias. Posteriormente se fijaron en 
PFA al 4% durante 20 minutos, se hizo un lavado en PBST durante 5 minutos y 
se deshidrataron mediante lavados en etanol/PBST de la siguiente manera: 2 
lavados en etanol/PBST 50% de 15 minutos c/u, 2 lavados en etanol/PBST 70% 
de 15 minutos c/u, 2 lavados en etanol/PBST 85% de 30 minutos c/u, 2 lavados 
en etanol/PBST 95% de 30 minutos c/u, 2 lavados en etanol 100% de 30 minutos 
c/u, 2 lavados en isopropanol 100% de 15 minutos c/u, 3 lavados en xilol de 12 
minutos c/u a 600C, 3 lavados en parafina de 30 minutos c/u a 600C, finalmente 
los embriones fueron incluidos en bloque de parafina y se hicieron secciones 
histológicas coronales y sagitales de 5 μM. Para mas detalles ver anexo C. 
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2.2.7 Inmunofluorescencia sobre secciones histológicas  
Para la inmunofluorescencia sobre secciones histológicas se desparafinaron las 
láminas durante 1 hora en horno a 600C, posteriormente se hicieron 2 lavados en 
xilol de 10 minutos c/u, se hizo un lavado con isopropanol 100% durante 2 
minutos, luego se rehidrató el tejido haciendo lavados a las láminas en series de 
etanol/PBST a concentraciones de 100%. 95%, 85%, 70% y 50%, lavados de 2 
minutos c/u. Habiendo desparafinado las láminas y rehidratado el tejido se 
hicieron 3 lavados en TBST de 5 minutos c/u, se hizo fijación con PFA 4% 
durante 10 minutos, se hizo 1 lavado con solución de permeabilización por 5 
minutos, luego se hicieron 2 lavados en TBST de 5 minutos c/u, se hizo 
incubación con solución de bloqueo durante 3 horas a temperatura ambiente o 
durante toda la noche a 40C, se retiro solución de bloqueo y se incubó con 
anticuerpo primario Anti-HEY1 (antibody AbCam Ab98072) (1:1.000) durante 3 
horas a temperatura ambiente o durante toda la noche a 40C. Se retiró anticuerpo 
primario y se hicieron 3 lavados con solución de bloqueo de 5 minutos c/u. Se 
incubó con anticuerpo secundario (Alexa Fluor 488 AbCam) (1:2500) durante 3 
horas a temperatura ambiente o durante toda la noche a 40C. Se retiró anticuerpo 
secundario y se hicieron 3 lavados con solución de bloqueo de 5 minutos c/u. 
Protegidas de la luz, las láminas se dejaron secar un poco, se aplicó a cada una 
50 μL de medio de montaje con Hoechst (Hoechst 33342 Thermo Fisher 
Scientific) (1:5000) y se colocó lámina cubreobjetos. Los registros fotográficos en 
estereomicroscopio de fluorescencia Carl Zeis Axio Zoom V16. Ver anexo D para 












2.3.1 Patrones de expresión de Hey1 mediante hibridación in-
situ. Estadios HH18 y HH21 
En el estadio HH18, se encontró que Hey1 se expresa en  el dominio ventral 
(VPMd) (figura 2-4, punta de flecha negra) y el dominio dorsal (DPMd) (figura 2-4, 
punta de flecha amarilla) de la PMd. De de igual manera, hay zonas con 
marcación positiva para Hey1 en: plácoda olfatoria (PO) (figura 2-4, punta de 
flecha roja), rama oftálmica de la plácoda trigeminal (OpV) (figura 2-4, punta de 
flecha blanca). Asimismo se encontró marcación en el borde caudal del arco 
hioideo (2AF) (figura 2-4, puntas de flecha verde) y en los polos anterior y 
posterior de la plácoda ótica (POT) (figura 2-4, puntas de flecha azul). En el 
estadio HH21 el patrón de expresión para Hey1 se mantiene en las mismas 
estructuras, aunque con una marcada disminución de la señal para Hey1 en OpV, 
MV y POT (figura, 2-4 B y D).  
Figura 2-4: Expresión de Hey1 mediante hibridación in-situ. Estadios HH18 y 
HH21 
 
Hibridaciones in-situ que muestran expresión de Hey1. A y B punteado azul: representación 
esquemática de las estructuras con marcación positiva para Hey1 en estadios HH18 y HH21. C. 
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Vista lateral del embrión de pollo en estadio HH18, se aprecia marcación para Hey1  en los 
dominios ventral (VPMd) (punta de flecha negra) y dorsal (DPMd) (punta de flecha amarilla) y 
región caudal de la prominencia mandibular; rama oftálmica de la plácoda trigeminal (OpV) (punta 
de flecha blanca); plácoda olfatoria (PO) (punta de flecha roja); región caudal de 2AF (puntas de 
flecha verdes) y en los polos anterior y posterior de la plácoda ótica (puntas de flecha azul). D. En 
el estadio HH21 los patrones de expresión son muy similares al estadio HH18, obsérvese la 
disminución en la marcación para Hey1 en las plácodas ectodérmicas trigeminal y ótica. D: dorsal; 
V: ventral; Cran.: craneal; Caud.: caudal. 
2.3.2 Expresión de Hey1 mediante RT-PCR. Estadios HH18 y 
HH21 
Los resultados de las RT-PCR muestran fragmentos amplificados para Hey1 en 
las prominencias faciales del embrión de pollo en los dos estadios analizados 
(figura 2-5, flechas rojas). 
Figura 2-5: Confirmación de la expresión Hey1 mediante RT-PCR 
 
 
En las prominencias faciales (H1PF) y en la plácoda ótica (H1PO) (control positivo) de embriones 
de pollo en estadios HH18 y HH21 son identificables amplificados para Hey1, la flecha roja indica 
el fragmento amplificado para Hey1 en las prominencias faciales. GAPDH fue usado como gen de 
referencia. GPF: GAPDH prominencias faciales; GPO: GAPDH plácoda ótica; H1PF: Hey1 
prominencias faciales; H1PO: Hey1 plácoda ótica; G(-): GAPDH control negativo; H1(-): Hey1 
control negativo. 
2.3.3 Expresión diferencial de Hey1 en primordios faciales 
Al separar las PMax y PMd, y la posterior realización de la RT-PCR del RNA 
extraído de dichas prominencias por separado, se encontró una muy leve 
presencia de amplificados para Hey1 en la PMax de embriones en estadios HH18 
y HH21 (figura 2-6, flechas verdes). Por el contrario, en la PMd se detectó en una 
mayor cantidad amplificados para Hey1 (figura 2-6,  flecha roja y azul). 
Adicionalmente se detecta que la banda que corresponde para el amplificado 
para Hey1 en la PMd en el estadio HH18 (figura 2-6,  flecha roja)  es mayor en 
comparación con la banda detectada en el estadio HH21 (figura 2-6, flecha azul), 






Figura 2-6: Expresión diferencial de Hey1 en primordios faciales  
 
 
En las prominencias faciales (maxilares y mandibulares), se detectaron amplificados para Hey1 en 
los estadios del desarrollo HH18 y HH21. La flecha roja indica el fragmento amplificado para Hey1 
en la PMd de embriones de pollo en estadio HH18, la flecha azul muestra el amplificado para 
Hey1 en la PMd de embriones de pollo en estadio HH21. Las flechas verdes indican amplificados 
para Hey1 en las PMax en estadios HH18 y HH21. PMax: prominencia maxilar; PMd: Prominencia 
mandibular. 
2.3.4 Expresión de Hey1 mediante inmunofluorescencia 
La inmunofluorescencia sobre secciones histológicas coronales en el estadio 
HH18 mostró una expresión ectodérmica de la proteína Hey1 predominantemente 
en sitios de máxima curvatura o con cambios abruptos de la morfología del 
ectodermo, sitios como: ectodermo medial, lateral y caudal de la Pmax (figura 2-7, 
puntas de flecha blanca en A y C; flecha blanca en D y F); así como ectodermo 
lateral, medial y craneal de la PMd (figura 2-7, puntas de flecha roja en A y C; 
flecha roja en D y F) y en el ectodermo lateral de 2AF (figura 2-7, punta de flecha 
amarilla en A y C; flecha amarilla en D y F). De igual forma, se detectó una 
expresión difusa para Hey1 en el mesénquima de la PMd (figura 2-7, asterisco 











Figura 2-7: Expresión de Hey1 en estadio HH18. Secciones coronales 
 
 
A y C, expresión de la proteína Hey1 en el ectodermo medial, lateral y caudal de la Pmax (puntas 
de flecha blanca); ectodermo craneal, medial y lateral de la Pmd (puntas de flecha roja), 
ectodermo lateral del 2AF (punta de flecha amarilla) y mesénquima de la PMd (asterisco blanco). 
D, E y F ampliación del recuadro en A, expresión de Hey1 en el ectodermo lateral de la PMax, 
Pmd y 2 AF (flechas blanca, roja y amarilla respectivamente). La franja roja en A´ muestra el nivel 
de corte. Cran.: craneal; Caud.: caudal; M: línea media. PMax: prominencia maxilar; PMd: 
prominencia mandibular; 2AF: arco hioideo. 
 
 
En los cortes sagitales se detectó una fuerte expresión de Hey1 en el ectodermo 
caudal de la Pmax (figura 2-8, punta de flecha blanca en A y C; flecha blanca en 
D y F) y en el ectodermo ventral de la Pmd (figura 2-8, punta de flecha roja en A y 
B; flecha roja en D y F) y  2AF (figura 2-8, punta de flecha amarilla en A y C), 
también se detectó una expresión débil en el mesénquima adyacente al 












A y C, expresión de la proteína Hey1 en el ectodermo que recubre la PMax, PMd y 2AF (puntas 
de flecha blanca, amarilla y roja respectivamente). D, E y F ampliación del recuadro en A, 
expresión de Hey1 en el ectodermo caudal de la PMax (flecha blanca) y ventral de PMd (flecha 
roja) y en mesénquima adyacente al ectodermo de la PMax y PMd (asteriscos blancos). La franja 
roja en A´ muestra el nivel de corte. Cran.: craneal; Caud.: caudal; M: línea media. PMax: 




En los cortes coronales de embriones en estadio HH21 hubo expresión de la 
proteína Hey1 en todo el ectodermo que recubre la Pmax (figura 2-9, puntas de 
flecha blanca en A y C: flecha blanca en D y F); en el ectodermo lateral de la Pmd 
(figura 2-9, puntas de flecha roja en A y C; flecha roja en D y F), ectodermo lateral 
del  2AF (figura 2-9, puntas de flecha amarilla en A y C) y primera bolsa faríngea 
(figura 2-9, flechas azules en A, C, D y F). Asimismo se detectó expresión en el 








Figura 2-9: Expresión de Hey1 en estadio HH21. Secciones coronales 
 
 
A y C, expresión de la proteína Hey1 en el ectodermo que recubre la PMax (puntas de flecha 
blanca), ectodermo lateral de la PMd y 2AF (puntas de flecha roja y amarilla respectivamente), 
primera bolsa faríngea (flechas azules). D, E y F ampliación del recuadro en A, expresión de Hey1 
en ectodermo lateral del PMax y PMd (flechas blancas y rojas respectivamente), mesénquima de 
la PMd (asteriscos blancos) y primera bolsa faríngea (flechas azules). La franja roja en A´ muestra 
el nivel de corte. Cran.: craneal; Caud.: caudal; M: línea media. PMax: prominencia maxilar; PMd: 
prominencia mandibular. 
  
En el estadio HH21, las secciones histológicas sagitales mostraron expresión de 
Hey1 en el ectodermo que recubre la Pmd (figura 2-10, punta de flecha roja en A 
y C; flecha roja en D y F) y ectodermo ventral del  2AF (figura 2-10, punta de 
flecha amarilla en A; flecha amarilla en D y F), primera hendidura faríngea (figura 
2-10, flecha azul en D y F) y endodermo dorsal y ventral (figura 2-10, flechas 
púrpura en D y F). Adicionalmente hubo expresión en el mesénquima de la Pmd 








Figura 2-10: Expresión de Hey1 en estadio HH21. Secciones sagitales 
 
 
A y C, expresión de la proteína Hey1 en el ectodermo que recubre la PMd (puntas de flecha roja), 
ectodermo ventral de 2AF (punta amarilla). D, E y F ampliación del recuadro en A, expresión de 
Hey1 en ectodermo que recubre la PMd (flecha roja), primera hendidura faríngea (flecha azul) y 
ectodermo ventral de 2AF (flecha amarilla), endodermo dorsal y ventral (flechas purpura) y 



















Durante el desarrollo temprano, la generación de distintos tipos celulares a partir 
de progenitores multipotentes, se produce a través de la integración de diferentes 
señales moleculares, es por esto que el adecuado funcionamiento de las 
diferentes señales moleculares, permite  el desarrollo normal de un organismo. 
Ya que se confirmó en este estudio, a través de las diferentes metodologías 
(hibridación in-situ, RT-PCR e inmunofluorescencia) que Hey1 se expresa en el 
tercio medio facial, tal como lo reportado previamente (147)(148); por lo tanto, 
cabe la posibilidad de que esta vía - particularmente Hey1 - esté involucrada en el 
desarrollo de la cara. Lo anterior  coincide con lo reportado en investigaciones 
que demuestran que los genes efectores de la vía de señalización Notch regulan 
eventos morfogenéticos en etapas tempranas y tardías del desarrollo, donde se 
ha encontrado que una alteración en dichos genes efectores da como resultado 
diferentes anomalías (150)(63)(151). 
Un resultado inicial de este trabajo, es la detección por hibridación in-situ de 
transcritos para Hey1 en los dominios dorsal y ventral de la prominencia 
mandibular y en la porción caudal del 2AF en los estadios HH18 y HH21, lo que 
nos permite pensar en una potencial función de la señalizacion Notch durante la 
formación facial; resultados que contrastan con lo reportado por Zuñiga et al. 
(2010), quienes en pez cebra identificaron la expresión de Hey1 y de otros 
integrantes de la vía Notch (Jag1 y Notch2) en el dominio dorsal de la Pmd y del  
2AF, pero no en el dominio ventral. En ese estudio, Zuñiga et al.  indican que la 
señalización Notch confiere la identidad dorsal de la cara en formacion, inhibiendo 
la expresión dorsal de genes del dominio intermedio y ventral (End1 y Bmp 
respectivamente) (152). En efecto, estudios funcionales en el pez cebra 
demuestran que después del bloqueo de Jagged1b y Notch2 en la porcion dorsal 
del primer arco, hay una expresión ectópica hacia dorsal de genes del dominio 
ventral, lo que genera defectos en las estructuras esqueléticas derivadas de la 
porción dorsal del primer arco faríngeo (143). Por las consideraciones anteriores, 
es claro que debe haber una regulación negativa entre la vía Notch con End1 y 
Bmp para promover la indentidad de los distintos dominios a través del eje DV 
facial. Sin embargo, los resultados obtenidos en la presente investigación, indican 
que en el pollo, la señalizacion Notch  a través del gen efector Hey1 podría 
regular la formacion facial dando la identidad de los dominios dorsal y ventral de 
la prominencia mandibuar, que se sustenta, por la expresion observada en estos 
dominios de la PMd (pero no en el intermedio) en este estudio. Posiblemente en 
la especie Gallus gallus, esta restricción de Hey1 a los dominios dorsal y ventral 
se deba a que alguna molécula morfógena (posiblemente End1) mantenga 
reprimida la expresión de Hey1 en el dominio intermedio (153)(126), la cual 
inhibiría la expresión de Hey1 en el dominio intermedio, a la vez que mantendría 




Asimismo, por hibridación in-situ, se detectaron transcritos para Hey1 en las 
plácodas ótica, trigeminal y olfatoria, lo que concuerda con lo reportado por varios 
estudios donde se ha demostrado que la vía de señalización Notch es un 
importante regulador en el desarrollo de plácodas  ectodérmicas (154)(155). Tal 
es el caso de la expresión encontrada en la plácoda olfatoria, estructura donde 
detectamos transcritos para Hey1 en los estadios HH18 y HH21. Esta estructura 
es visible en pollos desde el estadio HH14; y durante su desarrollo, la 
invaginación de la fosita nasal genera células migratorias que entran al 
prosencéfalo y contribuyen al desarrollo de compartimientos neuroendocrinos 
(156). En ratones ésta plácoda expresa integrantes de la vía Notch en el epitelio 
olfatorio, que son regulados negativamente a medida que inicia la diferenciación y 
posterior delaminación de neuroblastos hacia el mesénquima (157). Lo anterior 
indica que tal vez, que la expresión de Hey1 encontrada en la plácoda olfatoria 
del embrión de pollo, podría deberse al mantenimiento en estado indiferenciado 
de células progenitoras neurogénicas. Con estos hallazgos se propone, que la 
neurogénesis en la plácoda olfatoria requeriría una homeóstasis entre células 
progenitoras en estado proliferativo y células con un destino celular neuronal, en 
la cual, Hey1 podría estar jugando un papel clave. Ver figura 2-9.   
Por otro lado, se encontró una fuerte expresión de Hey1 en OpV y MV en el 
estadio HH18, expresión que se hace mas débil en el estadio HH21. Un estudio 
reportó la expresión de un ligando de la vía Notch (Delta1) en el componente 
oftálmico de la plácoda trigeminal, entre los estadios HH10 y HH16 (158); aunque 
no se analizó en dicho estudio la expresión de Hey1 en la plácoda trigeminal, es 
muy posible que esta vía de señalización podría funcionar como un regulador del 
destino neuronal; y donde posiblemente Hey1 podría ser uno de los genes 
reguladores (159). Así, los resultados de este trabajo, tienen coherencia con lo 
reportado, ya que es posible que en estadios tempranos Hey1 esté regulando 
negativamente la diferenciación neuronal en la placoda trigeminal, y que la 
disminución en la expresión observada en el estadio HH21  se deba a que 
durante estadios tardíos, Hey1 tenga efectos opuestos en la neurogénesis; es 
decir, que Hey1 mantiene en estado indiferenciado células progenitoras 
neuronales. En efecto en otro estudio se demostró que después de inhibir la 
señalizacion Notch en el modelo de pollo, hay un aumento significativo en la 
proliferacion celular y un incremento sustancial de células neurogénicas, así como 
una disminución de la expresión de genes efectores de la vía Notch; por 
consiguiente, en los embriones con señalizacion Notch deficiente hay una 
neurogénesis prematura y una disminución en la expresión de genes blanco de la 
vía Notch (158).     
Los resultados de la inmunofluorescencia para Hey1 en los estadios HH18 y 
HH21 muestran zonas con una marcación importante para Hey1 en el ectodermo 
y mesénquima de la Pmax y Pmd, lo que soporta, que probablemente esta 
molécula regularía directa o indirectamente eventos morfogenéticos  importantes 
desde el ectodermo. En efecto, un estudio describió que durante etapas 
tempranas del desarrollo facial del embrión de pollo, el mesénquima de los 
primordios faciales experimenta altas tasas de proliferación celular lo que provoca 
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que estos primordios aumenten de tamaño para después fusionarse, y que en 
gran medida, dichos eventos proliferativos en el mesénquima podrían ser 
mediados por interacciones con el ectodermo (160); donde la vía Notch con 
relación a su interacción con otras vías podría ser importante, como será 
mencionado a continuación:   
- Estudios han identificado centros de señalización ectodermal con marcación 
positiva para Shh y Fgf; centros que regulan proliferación celular en el 
mesénquima de los primordios faciales, tal es el caso de la zona ectodérmica 
frontonasal (FEZ, del inglés Frontonasal Ectodermal Zone), que coordina la 
orientación y la expansión tridimensional del tercio medio facial en desarrollo 
(161)(162).  
- Otros estudios han vinculado a la señalización Bmp en el ectodermo, como 
otra molécula fundamental en la morfogénesis facial. La función del Bmp 
endógeno radica es que es un requerimiento para la proliferación y 
supervivencia celular del mesénquima facial, mientras que de manera 
simultánea, promueve muerte celular en el ectodermo justo antes de la fusión 
de los primordios faciales(163); lo que es fundamental para la fusión de los 
primordios faciales y la formación de la cara (164). 
Los resultados obtenidos en el presente trabajo y los estudios mencionados 
refuerzan la idea que señales moleculares originadas en el ectodermo juegan un 
papel primordial en la proliferación y la supervivencia celular del ectomesénquima 
facial; y donde la interacción de las vías arriba mencionadas, con la vía Notch, 
sería importantes. Por lo tanto, con los resultados obtenidos, se plantea que 
además de Bmp, Shh y Fgf, la vía de señalización Notch a través de Hey1 podría 
estar regulando estos eventos. Así que se propone un modelo en el que Hey1 en 
el ectodermo induciría la expresión de Bmp en ese mismo tejido, y dicha molécula 
difundiría hacia el mesénquima facial en desarrollo, donde regularía la 
supervivencia y proliferación celular (figura 2-11); mientras que en las plácodas 
ectodérmicas, Hey1 podría regular la neurogénesis a través del mantenimiento en 
estado indiferenciado de células progenitoras neuronales (comprobado en 
trabajos con modelos aviares, en los que la señalización de Notch en el 
ectodermo activó y mantuvo la expresión de Bmp (165)(104)). Sin embargo, para 
el caso del modelo del pollo, hacen falta estudios de funcionalidad de 
componentes de la vía Notch, con el fin de conocer de manera más clara cómo se 
integran estas redes moleculares para controlar eventos celulares en el 
mesénquima facial.    
Otro resultado de gran relevancia fue la expresión de Hey1 en el ectodermo en 
zonas con amplia curvatura facial como en el ectodermo medial y lateral de la 
PFN, ectodermo de la primera hendidura faríngea,  ectodermo lateral de la PMd, y 
ectodermo del 2AF. Estas zonas con cambios morfológicos se deben a 
modificaciones en la polaridad celular ápico-basal; zonas muy similares a los 
puntos de bisagra observados durante el cierre del tubo neural, los cuales para su 
formación requieren una modulación dinámica de la polaridad ápico-basal (166). 
El establecimiento de la polaridad celular epitelial ha sido ampliamente descrita; 
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estudios afirman que células polarizadas son cruciales para el desarrollo de 
estructuras de origen ectodérmico como en tubo neural (167)(168). Un estudio 
reciente resalta el papel que juega la vía Notch in-vivo e in-vitro en la regulación 
de la polaridad celular ápico-basal durante el desarrollo del sistema nervioso, 
regulando la diferenciación, organización y el mantenimiento de la polaridad 
celular durante el desarrollo temprano de las rosetas neurales (169). En conjunto, 
estos resultados muestran un papel potencial de la señalización Notch en la 
individualización de los arcos faríngeos, al intervenir en el curvamiento de los 
mismos; mostrando para el caso de los resultados del presente trabajo, que tal 
vez, la expresión de Hey1 encontrada en el ectodermo, podría ser necesaria para 
la formación adecuada de las hendiduras faríngeas y del surco 
maxilo/mandibular, por lo que se propone, que la señalización Notch sería 
necesaria para la formación facial, en el ámbito de la individualización de los 
arcos faríngeos y las prominencias faciales. Ver figura 2-11.  
Después de analizar el patrón de expresión de Hey1 a través de diferentes 
metodologías, se pudo conocer las estructuras y los estadios del desarrollo facial, 
en los cuales, Hey1 podría ser importante. Dicho patrón de expresión muestra 
que este gen efector, definitivamente debe desempeñar algún papel durante la 
formación facial. Sin embargo, es necesario realizar los estudios de pérdida de 
función, para tener una idea de cuál puede ser su función en el desarrollo de la 
cara.  
Estos resultados indican que tal vez Hey1 podría estar regulando eventos 
morfogenéticos como el mantenimiento en estado indiferenciado de células 
progenitoras neurogénicas en la plácoda trigeminal y olfatoria, el patronamiento 
en dominio ventral de la prominencia mandibular, así como la proliferación y 
supervivencia celular en el mesénquima de los primordios faciales y la inducción 
de la polaridad celular ápico-basal en células ectodérmicas de los dos primeras 
hendiduras y arcos faríngeos; y asimismo la invidualización de los arcos y 











Figura 2-11: Representación esquemática del modelo propuesto de las 
potenciales funciones de Hey1 durante el desarrollo facial 
 
Recuadro verde y recuadro rojo en A muestra la región ilustrada en B y C, respectivamente. A. En 
las plácodas ectodérmicas, Hey1 regula la neurogénesis, manteniendo un equilibrio entre células 
en estado indiferenciado y células seleccionadas para iniciar la diferenciación neuronal. B. durante 
el desarrollo facial, Hey1 induce la expresión de Bmp en el ectodermo, dicha expresión tiene 
distintos efectos que dependen del contexto tisular donde sea inducida: en el mesénquima facial 
promueve la supervivencia y la proliferación celular, la cual es imprescindible para el crecimiento 
de los primordios faciales mientras que en determinados sitios del ectodermo induce muerte 
celular, de modo que después que los primordios faciales han aumentado de tamaño, es 
necesario que puntos específicos del ectodermo experimenten muerte celular, lo que favorece la 
fusión y posterior confluencia del mesénquima de las prominencias faciales. Sin embargo en otros 
sitios del ectodermo (sitios de máxima curvatura), Hey1 induce la polarización celular ápico-basal, 
necesaria para la individualización de los arcos faríngeos y de las prominencias faciales. PMax: 










3. Determinación del efecto de la inhibición de 
la vía Notch sobre la expresión de Hey1, y 
su relación con la expresión de End1. 
Resumen 
Las células en organismos multicelulares necesitan comunicarse, recibir y 
procesar señales provenientes de otras células y de su entorno extracelular para 
dar respuestas fisiológicas correctas, entre estas, la proliferación, apoptosis, 
supervivencia celular y  la elección hacia un destino celular específico. Algunas 
de estas señales son transmitidas por un grupo moléculas conservadas a lo largo 
de la evolución, y están presentes en distintos tipos de tejidos. La vía de 
señalización Notch hace parte de ese grupo de moléculas y aunque su papel 
durante la embriogénesis ha sido ampliamente descrito, aun no es clara su 
función dentro de la formación facial así como su interacción con la señalización 
End1. En pez cebra existen reportes de la interacción de la señalización Notch 
con otras moléculas señal tales como Bmp y End1. Sin embargo, se desea 
conocer que aspectos del patronamiento de la cara es conservado entre aves y 
peces. En el capítulo anterior se detectó y describió la expresión de Hey1 en 
varias estructuras faciales del embrión de pollo en los estadios HH18 y HH21, 
pero queda la duda si esta expresión detectada es dependiente o no de la 
activación de los receptores Notch, y cómo se relaciona la vía Notch con otras 
vías involucradas en el patronamiento facial, previamente reportadas en otras 
especies. 
 
En este capítulo se realizó la inhibición de la vía Notch y End1 con la intención de 
(i) determinar si la expresión de Hey1 previamente detectada obedece a un 
mecanismo de activación canónico o no-canónico de la vía Notch; y si (ii) el 
patrón de restricción a lo largo del eje dorso ventral facial, establecidos por las 
vías de señalización Notch y End1 es similar a lo observado en el modelo en pez 
cebra. Los resultados al realizar la inhibición de la vía Notch, muestran que hubo 
una pérdida de la expresión de Hey1 en células cultivadas, así como una 
sustancial disminución en la expresión de Hey1 en embriones completos in-vivo e 
in-vitro. Por otro lado la inhibición de la señalización End1 permitió detectar una 
expresión ectópica de Hey1 en el dominio intermedio de la PMd. Los resultados 
obtenidos muestran que tal vez, una parte de la expresión de Hey1 no sea 
dependiente de la proteólisis y la activación del receptor Notch y que 
posiblemente la restricción de la expresión de Hey1 en el dominio intermedio de 








Para el desarrollo de los organismos multicelulares es necesario que las células 
que lo conforman tengan la capacidad de recibir información de su entorno 
extracelular y de otras células con el fin de integrar estas instrucciones y dar 
respuestas fisiológicas adecuadas (170). Aunque numerosas son las de vías de 
señalización que transmiten información hasta el interior de la célula, un conjunto 
relativamente pequeño de estas vías son conservadas y se destacan por 
desempeñar papeles cruciales en la transmisión de esta información, entre estas 
Notch (171). Esta es una vía de señalización conservada en metazoos donde 
juega un papel primordial durante el desarrollo, regulando importantes eventos 
morfogenéticos (51). Notch es una vía de señalización yuxtacrina con un 
funcionamiento unidireccional desde la membrana hasta el núcleo; y aunque el 
mecanismo canónico de esta señalización ha sido bien caracterizado y estudiado, 
también hay reportes que sugieren que Notch puede ejercer sus funciones 
biológicas de manera no canónica mediante la señalización Wnt y Shh; por 
ejemplo, durante el desarrollo de la retina en vertebrados, se ha visto que Hairy1, 
un efector de señalización Notch, regula el mantenimiento de células progenitoras 
de la zona marginal ciliar, en un contexto dependiente de la señalización Wnt; 
dicho en otras palabras, en ese contexto, Hairy1 funciona corriente abajo de la 
señalización de Wnt para mantener las células progenitoras en la zona marginal 
ciliar (172); donde se puede ver claramente, que un mecanismo no-canónico, 
induce la expresión del gen diana Hairy1, mediado por Wnt, y no por la activación 
del receptor Notch. De manera similar se han identificado genes diana de la vía 
Notch regulados por Shh en células mesodérmicas multipotentes. Uno de estos 
genes regulados por Shh es Hes1, un gen diana de la vía Notch, el cual resulta 
ser un objetivo de Shh en células neurales. Dicho mecanismo no requiere la 
proteólisis de los receptores Notch mediado por γ-secretasa; por lo tanto, en esa 
investigación se definió un mecanismo para la regulación en la expresión de Hes1 
en células progenitoras que es independiente de la señalización Notch canónica 
(173).  
Como es de notar, el desarrollo y la organogénesis son procesos altamente 
complejos y deben ser estrictamente regulados. Dicha regulación depende en 
gran parte de la integración vías de señalización; siendo muchas de éstas, 
conservadas entre vertebrados (174). El desarrollo de las estructuras faciales no 
es ajeno a esta situación; su modelado es un proceso dinámico que requiere la 
coordinación, el crecimiento y la diferenciación de las poblaciones celulares que 
componen los primordios faciales (175). Dentro de estas poblaciones celulares, 
las CCNC juegan un papel primordial, ya que estas células multipotentes se 
diferencian y dan origen a gran parte de las estructuras faciales (176). Dentro de 
la compleja red de señales que dirigen el comportamiento de las CCNC se 
incluyen entre otras, las vías de señalización Bmp, End1 y Notch (177). La 
función de la señalización End1 durante el modelamiento facial ha sido estudiada 
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en ratones y pez cebra (143)(178), su función primordial es  inducir la expresión 
anidada de los factores de transcripción Dlx a través del eje dorso-ventral de la 
prominencia mandibular; proceso  fundamental para establecer la identidad de las 
CCNC en este primordio facial, y la posterior formación de elementos 
esqueléticos en el dominio intermedio de la prominencia mandibular (11). En pez 
cebra, un reciente estudio ha descrito como se integran las vías de señalización 
End1 y Notch en el patronamiento facial, sin embargo, en el modelo Gallus gallus 
no hay datos que expliquen la interacción entre las vías de señalización Notch y 
End1 en el modelado de las estructuras faciales.      
En el capítulo anterior, se identificó el patrón de expresión de Hey1, el cual estuvo 
presente en distintas estructuras craneofaciales durante los estadios del 
desarrollo HH18 y HH21. Dentro de estas estructuras, se identificó una expresión 
importante de Hey1 en el dominio dorsal y ventral de la prominencia mandibular; 
sin embargo, se desconoce si esta expresión es canónica o no-canónica; y 
adicionalmente se desea conocer si la restricción de Hey1 inducida por la 
señalización End1 se conserva de algún modo, de manera similar en el embrión 
de pollo, a lo observado en pez cebra. Es por esto, que en este capítulo se 
mostrará si la expresión de Hey1 observada en dichas estructuras y en especial 
en la prominencia mandibular del embrión de pollo, es canónica y además se 
analizará la posible interacción entre Notch y End1 durante el patronamiento 
dorso ventral facial. Para esclarecer esta cuestión, se hicieron ensayos de 
inhibición de la señalización Notch y End1, y se observó las variaciones en la 













3.2 Metodología para inhibición de la vía Notch 
3.2.1 Cultivo celular de prominencias faciales de embriones de 
pollo 
Se seleccionaron 17 embriones en estadios HH18 y HH21, en un ambiente estéril 
se extrajeron los embriones y se sumergieron en solución salina balanceada de 
Hank,s (HBSS). Bajo observación directa con estereomicroscopio se retiraron 
membranas extraembrionarias y se extrajeron las prominencias faciales, que 
posteriormente fueron depositadas en un tubo falcon que contenía 5 mL de HBSS 
fresco. Se hizo centrifugación suave a 1000 RPM durante 2 minutos y se 
extrajeron 4 mL del sobrenadante. Acto seguido se aplicó al tubo que contenía las 
prominencias mandibulares 1 mL de Tripsina al 10X previamente precalentada a 
370C y se hizo incubación a esta misma temperatura durante 15 minutos 
haciendo agitación manual suave cada 5 minutos. Seguidamente se disgregó el 
tejido por pipeteo suave y se hizo centrifugación a 1000 RPM por 3 minutos, se 
extrajo sobrenadante con mucho cuidado y se aplico 1 mL se medio de cultivo 
Dulbecco’s modificado por Eagle (DMEM) al 10% en suero fetal bovino (SFB) y se 
procedió al conteo y viabilidad celular. 
3.2.2 Conteo y viabilidad celular por exclusión de azul de Tripán 
Cada vez que sea necesario conocer el número de células viables se debe hacer 
el ensayo con azul de Tripán, un colorante que permite distinguir entre células 
viables (células no teñidas) de células no viables (células teñidas). La tinción de 
azul de Tripán y el uso de la cámara de Neubauer permiten hacer medidas de 
viabilidad y densidad celular, y así asegurar el número de células óptimas. 
Se tomaron 10 ɥL de suspensión de células y 10 ɥL de azul de Tripán, es decir, 
se hace una dilución 1:2, se mezcló por pipeteo, se sembró la muestra en un 
retículo de la cámara se dejo en reposo durante 1 minuto para que las células 
precipiten, transcurrido este tiempo, se observan en el microscopio y se hizo 
conteo de los 4 cuadrantes de un retículo. La viabilidad celular se determinó por 
tinción con azul de Tripán distinguiendo entre células teñidas y no teñidas usando 
la siguiente ecuación: 
 
 Una vez sembradas las células en 500 ɥL de medio DMEM 10%/SFB, hubo un 
tiempo de espera de entre 36 a 48 horas para que el cultivo celular estuviera 




3.2.3 Ensayos de inhibición in-vitro de la vía Notch  
Una vez que los cultivos celulares tuvieron una confluencia superior al 75% se 
hizo tratamiento con DAPT (N-[N-(3, 5-difluorophenacetyl)-l-alanyl]- S-
phenylglycine t-butyl ester) (DAPT, Sigma-Aldrich), un inhibidor del complejo γ 
gamma secretasa, con el fin de inhibir la proteólisis del receptor Notch y la 
posterior traslocación hacia el núcleo del dominio intracelular del receptor Notch 
(NICD). Para esto, se trataron con DAPT los cultivos durante 24 horas a distintas 
concentraciones (20, 40, 60, 80 y 100 ɥM). Por aparte, se hicieron 2 grupos 
control: un grupo que fue tratado con Dimetilsulfóxido (DMSO 20 ɥM) y otro grupo 
al que no se le realizó ningún tratamiento. Habiendo tratado los cultivos con 
DAPT y DMSO a las concentraciones antes comentadas se extrajo el RNA total y 
se procedió a la RT-PCR.  
3.2.4 Ensayos de inhibición in-ovo de la vía Notch  
En condiciones de temperatura y humedad controlada fueron incubados 
embriones de pollo, los cuales fueron tratados con DAPT suspendido en aceite 
mineral metodología previamente reportada por (179). Para identificar la 
concentración letal 50 de DAPT (CL50 DAPT) se tomaron diferentes grupos de 
embriones (n: 5 cada grupo) que fueron tratados a diferentes concentraciones de 
DAPT (60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 y 200ɥM). Con este ensayo notamos que 
la LC50 DAPT se lograba con una concentración igual o superior a 160ɥM, razón 
por la que optamos a tratar todos los embriones a una concentración de DAPT al 
140ɥM, además porque el porcentaje de viabilidad de los embriones tratados a 
esta concentración era del 80% (ver tabla 3-1, dígitos en rojo).  
 
Tabla 3-1: Concentración letal de DAPT (CL50 DAPT) 
 
 
Diferentes concentraciones de DAPT a la que fueron tratados los embriones para determinar la 
concentración letal. Nótese la tasa de viabilidad a una concentración de 140ɥM. 
El siguiente paso consistió en determinar la concentración óptima a la que la 
suspensión de DAPT producía un efecto inhibitorio importante. Para lograr esto, 
se trataron embriones a distintas concentraciones por debajo de la LC50 DAPT 
(60, 80, 100, 120 y 140ɥM). No se tuvieron en cuenta embriones tratados a 
concentraciones superiores a la LC50 DAPT dada la poca viabilidad de los 
mismos. Tratados los embriones, se extrajo RNA total de la prominencia 
mandibular y se procedió a realizar RT-PCR para verificar la inhibición de la vía 
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Notch. Optamos por utilizar una suspensión a una concentración de 140ɥM, 
debido a que con esta concentración se logra una buena reducción en la 
expresión de Hey1 y porque además la tasa de viabilidad de los embriones 
tratados fue del 80%. (Figura 3-1 recuadro rojo). 
 
Figura 3-1: Concentración inhibitoria óptima de DAPT 
 
 
Concentraciones de DAPT a la que fueron tratados los embriones para determinar el efecto 
inhibitorio de la expresión de Hey1. Nótese que con una concentración de DAPT a 140ɥM se logra 
in efecto inhibitorio importante de la expresión de Hey1 (recuadro rojo). 
El diseño experimental consistió en hacer 4 grupos: grupo tratamiento que 
consistió en tratar  embriones en estadio HH16 con 15 ɥL de la suspensión con 
DAPT y retornarlos a incubación hasta estadio HH18 (n: 4). Del mismo modo se 
hizo tratamiento a embriones de pollo en estadio HH18, se trataron con 20 ɥL de 
la suspensión con DAPT y se retornaron a incubación hasta estadio HH21 (n: 4). 
Los embriones control solo fueron tratados con aceite mineral (figura 3-2).  
Figura 3-2: Diseño experimental para ensayos de inhibición de la vía Notch in-
vivo 
 
Se tomaron 16 embriones para cada réplica. El grupo experimental constó de 8 embriones 
tratados con DAPT (4 embriones fueron tratados en estadio HH16 y otros 4 en estadio HH18 los 
cuales se retornaron a incubación hasta estadios HH18 y HH21 respectivamente). Los individuos 
de los grupos control sólo fueron tratados con aceite mineral siguiendo los mismos parámetros de 
tiempo que los individuos del grupo experimental. Se hicieron en total 3 réplicas. 
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Con el fin de mantener localizada la suspensión de DAPT con aceite mineral, se 
colocó un anillo de plástico en la porción cefálica de cada embrión (figura 3-3, 
flecha negra). Alcanzados los estadios deseados, se extrajo la prominencia 
mandibular y se hicieron disecciones de los D, I y V (ver figura 3-4) tanto en 
embriones tratados como en los embriones control. Se hizo extracción de RNA a 
cada dominio de la PMd y posteriormente se hizo RT-PCR para Hey1. Los 
amplificados se analizaron por electroforesis en gel de agarosa. Se hizo por 
hibridación In-situ para determinar el efecto de DAPT sobre la expresión espacio-
temporal de Hey1 en los embriones tratados.  
Figura 3-3: Diagrama de aplicación in-vivo de DAPT, inhibidor de la vía Notch 
 
 
Método usado para la aplicación y el mantenimiento localizado de la suspensión con DAPT. La 
flecha negra muestra el anillo de plástico utilizado para mantener localizada la suspensión de 
DAPT, y en su interior las zonas que tuvieron  contacto con el inhibidor. La línea discontinua 
muestra el contorno del embrión.   
 
Figura 3-4: Representación esquemática de disecciones a los largo del eje 
dorso-ventral de la prominencia mandibular 
 
 
A y B embriones de pollo de estadios HH18 y HH21 respectivamente. Recuadros A’ y B’ 
representan una imagen ampliada del ovalo rojo en A y B. La zona con punteado azul en 
representa la Pmd. D: dorsal; I: intermedio; V: ventral.  
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3.2.5 Ensayos de inhibición ex-ovo de la vía Notch  
Embriones de pollo fueron incubados en condiciones contraladas hasta alcanzar 
los estadios HH18 y HH21. En condiciones de esterilidad fueron extraídos y 
sumergidos en PBS, luego se hizo retiro de membranas extraembrionarias y 
fueron separados en 2 grupos: los embriones del grupo experimental (n:10) se 
incubaron durante 24 horas en un medio suplementado con DAPT a una 
concentración final de 100 ɥM, los embriones del grupo control (n:10) fueron 
incubados durante el mismo tiempo pero no recibieron ningún tratamiento. 
Pasado el tiempo de incubación, todos los embriones fueron lavados con PBS y 5 
embriones de cada grupo fueron procesados para detectar transcritos de Hey1 
mediante hibridación in-situ, a los 5 embriones restantes se les extrajo la PMd 
(ver figura 2-3 punteado azul), acto seguido se aisló el RNA total y posteriormente 
se hizo RT-PCR para detectar transcritos de Hey1, así como de otros genes 
efectores de la vía Notch como Hey2, Hes1 y Hes5. Se usaron primers 
específicos previamente reportados por Petrovic et al (2014) y Hayes et al 
(2005)(180)(44). Las secuencias de los primers usados para detectar la expresión 
de Hey1, Hey2, Hes1, Hes5 y GAPDH, asi como el tamaño de los fragmentos 
amplificados en pares de bases (bp) se muestran en la tabla 3-2. 




Secuencias de primers previamente reportados (180)(44) para detectar transcritos de Hey1, Hey2, 










3.3 Resultados de la inhibición de la vía Notch 
3.3.1 Inhibición de Notch in-vitro. Estadio HH18 
En este estadio, el análisis mostró que el tratamiento con DAPT a una 
concentración de DAPT 20 ɥM no es suficiente para lograr la inhibición in-vitro de 
la vía Notch (figura 3-5, flecha roja). Por el contrario, con una concentración  igual 
o superior a 40 ɥM produce pérdida en la expresión Hey1 in-vitro (figura 3-5, 
recuadros rojos). En los grupos control DMSO (figura 3-5, asterisco azul) y sin 
tratamiento (figura 3-5, asterisco verde) no se  pierde la expresión de Hey1. Estos 
datos demuestran que en el estadio HH18 la expresión de Hey1 en las 
prominencias faciales del embrión de pollo es canónica, es decir, Hey1 depende 
de la activación del receptor Notch y la proteólisis del NICD. Adicionalmente se 
comprueba que in-vitro, que una concentración de DAPT al 40 ɥM es suficiente 
para inhibir in-vitro la vía Notch.  
Figura 3-5: Inhibición in-vitro de la vía Notch en estadio HH18 
 
 
En el estadio HH18, una concentración de DAPT 20 ɥM no logra inhibir la señalización Notch in-
vitro (flecha roja). Por el contrario, una concentración igual o superior a 40 ɥM es suficiente para 
inhibir in-vitro la expresión de Hey1 (recuadros rojos). En los grupos control DMSO (asterisco azul) 
y sin tratamiento (asterisco verde) no hubo variaciones en la expresión de Hey1.  G: GAPDH; H1: 
Hey1 en prominencias faciales grupo tratamiento; H1+: Hey1 grupo control. 
3.3.2 Inhibición de Notch in-vitro. Estadio HH21 
En el estadio HH21, el tratamiento con DAPT a concentraciones de 40 y 60 ɥM no 
fueron suficientes para lograr el la inhibición de la expresión de Hey1 (figura 3-6, 
flechas rojas), resultados opuestos a los evidenciados en el estadio HH18. Sin 
embargo, se aprecia que en HH21 es necesaria una concentración igual o 
superior a 80 ɥM para lograr inhibir la expresión de Hey1 (figura 3-6, recuadros 
rojos). De manera similar, a lo ocurrido en el estadio HH18, en el estadio HH21, 
los grupos control DMSO (figura 3-6, asterisco azul) y sin tratamiento (figura 3-6,  
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asterisco verde) no hay variaciones en la expresión de Hey1. Con estos 
resultados se pone en evidencia, que en el estadio HH21, la expresión de Hey1 la 
en las prominencias faciales del embrión de pollo también es dependiente la 
proteólisis del NICD. 
Figura 3-6: Inhibición in-vitro de la vía Notch en estadio HH21 
 
 
En el estadio HH21, una concentración de DAPT a 40 y 60 ɥM no es suficiente para inhibir in-vitro 
la señalización Notch (flechas rojas). Por el contrario, una concentración entre 80 y 100 ɥM logra 
inhibir in-vitro la expresión de Hey1 (recuadros rojos). En los grupos control DMSO (asterisco azul) 
y sin tratamiento (asterisco verde) no se alteró en la expresión de Hey1.  G: GAPDH; H1: Hey1 en 
prominencias faciales grupo tratamiento; H1+: Hey1 grupo control. 
3.3.3 Inhibición de Notch in-ovo. Estadios HH18 y HH21 
En los estadios HH18 y HH21 se observa una reducción importante de la 
expresión de Hey1 en los dominios D, I y V de la Pmd del grupo tratamiento 
(Figura 3-7,  recuadros rojos en A y B) con respecto a los individuos del grupo 
control (Figura 3-7, recuadros azules en A y B).  
Asimismo, las hibridaciones in-situ mostraron en el grupo experimental,  una 
disminución de la expresión de Hey1 en las estructuras que tuvieron contacto con 
la suspensión que contenía DAPT, estructuras como: PO, POT, OpV y MV; el 
ectodermo ventral de la Pmd y ectodermo caudal del  2AF (Figura 3-8, flechas 
rojas en B y D) respecto a los individuos del grupo experimental (Figura 3-8, 








Figura 3-7: Inhibición in-ovo de la vía Notch en estadios HH18 y HH21. RT-PCR 
 
 
Después del tratamiento in-ovo con DAPT, hubo una reducción importante en la expresión de 
Hey1 en los tres dominios de la prominencia mandibular en el grupo experimental (recuadros rojos 
en A y B), resultados opuestos se observan en el grupo control (recuadros azules), en donde se 
aprecia una fuerte expresión de Hey1. Ctrl: grupo control; Tto: grupo experimental; D: dominio 
dorsal; I: dominio intermedio; V: dominio ventral. 
 
Figura 3-8: El tratamiento con DAPT in-ovo disminuye de la expresión de Hey1 
en los estadios HH18 y HH21 
 
Hibridaciones in-situ que muestran expresión de Hey1 posterior al tratamiento in-ovo con DAPT. A 
y C grupo control; B y D grupo experimental. En el grupo experimental (flechas rojas en B y D), 
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estructuras como PO, OpV, Mv y POT, así como el dominio dorsal de la Pmd y el ectodermo caudal del 2AF 
muestran disminución en la expresión de Hey1 en contraste con el grupo control (flechas azules en A y C).  
3.3.4 Inhibición de Notch ex-ovo. Estadios HH18 y HH21 
Los resultados de RT-PCR muestran que, tras cultivar y tratar ex-ovo, embriones 
de pollo en estadios HH18 y HH21 con un medio suplementado con DAPT, hay 
una reducción considerable en la expresión de Hey1 en la PMd de los embriones 
del grupo experimental (figura 3-9, flechas rojas en B y D), también se observó 
disminución de la expresión de otros genes efectores, entre ellos Hey2, Hes1 y 
Hes5 (figura 3-9, flechas púrpura en B y D). Por el contrario, en los embriones del 
grupo control se observa una expresión importante de Hey1 (figura 3-9, flechas 
azules en A y B) así como de Hey2, Hes1 y Hes5 (figura 3-9, flechas verdes en A 
y B). 
Figura 3-9: El tratamiento con DAPT ex-ovo disminuye la expresión de los 
genes efectores de la vía Notch en los estadios HH18 y HH21 
 
 
Después del tratamiento ex-ovo con DAPT, hubo una reducción importante en la expresión  Hey1 
(flechas rojas en B y D), así como de  Hey2, Hes1 y Hes5 (flechas púrpura en B y D)  en la PMd. 
Resultados opuestos se observan en el grupo control, donde se observa una expresión fuerte de 
Hey1 (flechas azules en A y B), también de Hey2, Hes1 y Hes5 (flechas verdes en A y B) en la 
PMd. H1: Hey1; H2: Hey2; Hs1: Hes1; Hs5: Hes5; GAP: GAPDH.  
 
Del mismo modo, los resultados de hibridación in-situ muestran que el tratamiento 
con DAPT ex-ovo conduce a una reducción en la expresión de Hey1, este hecho 
se vio reflejado en estructuras como las hendiduras faríngeas, borde caudal del 
arco hioideo y en las porciones dorsal y ventral de la PMd (figura 3-10, flechas 
rojas en B y D); además, en estructuras como OpV en el estadio HH18 y la PO en 
el estadio HH21, hubo una inhibición completa de la expresión de Hey1 (figura 3-
10, asteriscos negros en B y D). Por el contrario, en los embriones control, se 
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observó expresión de Hey1 en el borde caudal del arco hioideo, dominios dorsal y 
ventral de la PMd, OpV y PO (figura 3-10, flechas azules en A y B).    
 
Figura 3-10: El tratamiento con DAPT ex-ovo disminuye la expresión de Hey1 en 
los estadios HH18 y HH21 
 
 
Hibridaciones in-situ que muestran expresión de Hey1 posterior al tratamiento ex-ovo con DAPT. 
A y C grupo control; B y D grupo experimental. Se observa una reducción en la expresión de 
Hey1, en hendiduras faríngeas, borde caudal del arco hioideo y en las porciones dorsal y ventral 
de la PMd (flechas rojas en B y D); además, estructuras como OpV en el estadio HH18 y la PO en 
el estadio HH21, hubo una inhibición completa de la expresión de Hey1 (negros en B y D). Los 
embriones control, se observó expresión de Hey1 en el borde caudal del arco hioideo, dominios 










3.4 Metodología para la inhibición de la función de End1 
3.4.1 Determinación de la expresión de End1 en prominencias 
mandibulares mediante RT-PCR 
Se extrajeron embriones estadios HH18 y HH21; se sumergieron en PBS, luego 
se hizo retiro de membranas extraembrionarias y disección de los dominios D, I y 
V de la Pmd (ver figura 3-4). Posteriormente se hizo extracción de RNA y RT-
PCR a cada dominio de la PMd para determinar la expresión de End1 en las Pmd 
se utilizaron primers previamente reportados por (181). Los amplificados se 
analizaron por electroforesis en gel de agarosa. Las secuencias de primers 
usados y los tamaños de los fragmentos amplificados en pares de bases (bp) se 
muestran en la tabla 3-3. 
Tabla 3-3: Secuencias de primers utilizados para RT-PCR End1 
 
 
Primers específicos previamente reportados por (181) para determinar la expresión de 
Hey1.GAPDH fue usado como gen de referencia. 
3.4.2 Electroforesis 
Para la electroforesis se prepararon 100 mL de gel de agarosa (SeaKem LE 
Agarose Lonza) al 1.5% en buffer TBE 1X. Dicho gel fue teñido con 2 ɥL de 
SYBR safe (HydraGreen Safe DNA Dye Thomas Scientific). Se sembraron en 
cada pozo del gel 3 ɥL de producto de PCR. Se utilizó marcador de peso de 100 
pares de bases (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific) y se corrieron 
las muestras a 110 mV durante 30 minutos. Finalizada la electroforesis, se 
visualizó el gel en fotodocumentador. Habiendo determinado la expresión de 
End1 en las prominencias mandibulares se procedió a realizar los ensayos de 
inhibición de la señalización End1. 
3.4.3 Ensayos de inhibición de End1  in-ovo 
En condiciones de temperatura y humedad controlada fueron incubados 
embriones de pollo, los cuales fueron tratados con el inhibidor de la enzima 
Convertidora de Endotelina (ECE) Phosphoramidon (Phosphoramidon disodium 
salt, Sigma-Aldrich), suspendido en aceite mineral. Metodología previamente 
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reportada por (179). Para identificar la concentración letal 50 óptima de 
Phosphoramidon (CL50 Phos), se tomaron diferentes grupos de embriones (n: 5 
cada grupo) y fueron tratados con diferentes concentraciones del inhibidor (0.125, 
0.25, 0.5, .075 y 1 Mg/mL) (ver tabla 3-3). Con este ensayo notamos que la LC50 
Phos se lograba con una concentración de 0.25 mg/mL, además porque el 
porcentaje de viabilidad de los embriones tratados a esta concentración era del 
100% (ver tabla 3-4, dígitos en rojo).  
Tabla 3-4: Concentración letal de Phosphoramidon (CL50 Phos) 
 
Diferentes concentraciones de Phosphoramidon a la que fueron tratados los embriones para 
determinar la concentración letal. Nótese la tasa de viabilidad a una concentración de 0.25mg/mL 
(dígitos en rojo).  
El diseño experimental usado para inhibir la señalización End1 fue el mismo que 
se usó para la inhibición de la vía Notch (figuras 3-2 y 3-3). Alcanzados los 
estadios deseados, se extrajeron los embriones y se fijaron para entonces realizar 
la hibridación In-situ con el fin de determinar el efecto del tratamiento con 
















3.5 Resultados de la inhibición de End1 
3.5.1 Determinación de la expresión de End1 mediante RT-PCR 
Estadios HH18 y HH21 
En los estadios HH18 y HH21, se detectaron amplificados para End1 en los 
dominios D, I y V de la Pmd. Adicionalmente, los resultados en ambos estadios 
muestran que la expresión es más fuerte en el dominio V de la Pmd, la cual se 
hace más débil en los dominios I y D respectivamente (figura 3-11, recuadros 
azules). 
Figura 3-11: Determinación de la expresion de End1 en prominencias 
mandibulares estadios HH18 y HH21 
 
 
En los tres dominios de las prominencias mandibulares se detectaron amplificados para End1 en 
los estadios del desarrollo HH18 y HH21 (recuadros azules en A y B), nótese que dicha expresión 
es más fuerte en el dominio V, pero se hace más débil en los dominios I y D.D: dorsal; I: 
intermedio; V: ventral. 
 
3.5.2 Inhibición in-ovo de End1 y expresión de Hey1 en 
prominencias mandibulares. Estadios HH18 y HH21 
Durante los estadios del desarrollo HH18 y HH21, en el grupo experimental, la 
inhibición de la señalización End1 conduce a una expresión ectópica de Hey1 en 
la totalidad de la Pmd (figura 3-12, flechas rojas en B y D), por el contrario, en los 
embriones control  la expresión de Hey1 estuvo restringida al dominio dorsal y 




    
Figura 3-12:  La inhibición in-ovo de End1 induce a una expresión ectópica de 
Hey1 en la prominencia mandibular en estadios HH18 y HH21 
 
 
En el grupo experimental (flechas rojas B y D), se aprecia la expresión de Hey1 en los tres 
dominios de la PMd. Por el contrario, en el grupo control (A y C) se aprecia una expresión de 
Hey1 en el dominio V de la PMd (flechas azules) y en el componente maxilar/mandibular de la 













Con el fin de determinar si la expresión de Hey1 detectada en las distintas 
estructuras craneofaciales del embrión de pollo es canónica, se procedió a hacer 
tratamientos con DAPT, un inhibidor del complejo γ-secretasa. Este inhibidor ha 
sido usado previamente como un método exitoso (previamente usado por Main et 
al. (2013) para bloquear la proteólisis del dominio intracelular del receptor Notch 
(NICD) (169). Posterior a los tratamientos con DAPT, los resultados que se 
obtuvieron fueron una inhibición de la expresión de Hey1 en celulas cultivadas; 
resultados similares fueron obtenidos en embriones completos tratados in-ovo y 
ex-ovo, donde hubo una reducción importante de la expresión de Hey1 en las 
áreas tratadas con el inhibidor del complejo γ-secretasa. Con estos resultados se 
demuestra que la expresión de Hey1 en las plácodas ectodérmicas, PMd y  2AF 
al parecer depende de la activación de la vía Notch (171).  
Los resultados obtenidos muestran que dicha actividad del complejo γ-secretasa 
es inhibida con el uso de DAPT. Similar a lo obtenido por Daudet et al. (2007), 
quienes cultivaron in-vitro embriones de pollo con un medio suplementado con 
DAPT y analizaron la expresión de algunos genes efectores de la señalización 
Notch: Hes5.1, 5.2 y 5.3. Los autores notaron que la expresión de Hes5.1, 5.2 y 
5.3 era inhibida en los embriones tratados, en estructuras como la vesícula ótica y 
el tubo neural (182). No obstante, vale la pena señalar que los resultados de 
inhibición obtenidos en la presente investigacion muestran una discrepancia 
relativa cuando se comparan los resultados obtenidos de los ensayos in-vitro e in-
ovo/ex-ovo.  
 
Posterior a los tratamientos in-ovo/ex-ovo con DAPT, los resultados muestran que 
no hay una pérdida total de la expresión de Hey1, hecho que podría tal vez 
explicarse de tres maneras: (i) que la metodología empleada en estos dos casos, 
no sea eficiente para lograr la inhibición completa de la actividad del complejo γ-
secretasa, frente al resultado que se obtuvo en celulas cultivadas, en el que al 
parecer se inhibió completamente la acción de dicho complejo proteolítico; (ii) se 
podría estar dando un rescate de la expresión cuando se bloquea el complejo γ-
secretasa en embrión completo, y (iii) existe la posibilidad que parte de la 
inducción de la transcripción de Hey1 sea independiente de la activación de la vía 
Notch y su activacion pueda estar mediada por otras moléculas, por ejemplo, 
Bmp (ver figura 3-11). Esta ultima hipótesis puede ser sustentada basándonos en 
lo reportado por Wöltje et al. (2015) quienes tras cultivar células endoteliales con 
un medio suplementado con un Alk1 (un componente de la señalizacion Bmp) y 
un ihnibidor del complejo γ-secretasa, hubo una inducción en la expresion de 
Hey1 (62); los autores señalan que la inhibición del complejo γ-secretasa no es 
suficiente para impedir la expresión de Hey1 y que en ese contexto específico, la 
vía Bmp puede inducir la expresión de Hey1 (62). Sin embargo, los resultados 
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obtenidos en esta investigación, muestran que en células cultivadas hubo una 
inhibición completa de la expresión de Hey1 en ambos estadios analizados, 
resultados similares a los obtenidos por Abelló et al. (2007) y Maier et al. (2011) 
quienes después de cultivar in-vitro explantes de embriones de pollo, notaron una 
pérdida total en la expresión de los genes diana Hairy1 y Hes5 (183)(184). Los 
resultados antes comparados muestran que tal vez, el método que ofrece mejores 
resultados para lograr la inhibición de la vía Notch es el cultivo in-vitro; pero tras 
detectar expresión de Hey1 (y de otros genes efectores de la via Notch, entre 
ellos Hey2, Hes1 y Hes5) en la PMd de embriones completos tratados in-vitro con 
DAPT se pordría sugerir que en la PMd, parte de la expresión génica de los 
genes efectores de la vía Notch no sea dependiente de la proteólisis y posterior 
activación de los receptores Notch. Ver figura 3-12, es decir, no-canónica. 
 
Figura 3-13:  Expresión de Hey1 independiente de la activación del receptor 
Notch 
    
 
Diseño esquemático del modelo propuesto en esta investigación acerca de la diafonía entre las 
vías de señalización Notch y Bmp, para inducir la expresión de Hey1 posterior al tratamiento con 
el inhibidor de la vía Notch. El receptor Notch se activa posterior a la interacción con un ligando 
expresado en una célula vecina esto conduce a una proteólisis del receptor Notch mediado por el 
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complejo γ-secretasa lo que produce la liberación del NICD, este a su vez, se trasloca al núcleo e 
induce la expresión de los genes diana, entre ellos Hey1, no obstante, la capacidad proteolítica 
del complejo γ-secretasa puede ser inhibida con el uso de DAPT, por consiguiente, el NICD es 
incapaz de translocarse al núcleo e inducir la expresión de los genes corriente abajo. Sin 
embargo, hay evidencia que afirma que durante la angiogénesis la vía de señalización Bmp puede 
inducir de manera cooperativa la expresión génica de los genes Hey, hecho que podría explicar 
parte de nuestros hallazgos, donde la vía Bmp a través de las proteínas SMAD podrían inducir la 
expresión de Hey1 de manera independiente del NICD, lo que en última medida podría producir 
un rescate o mantenimiento de la expresión génica de Hey1 encontrada después del tratamiento 
con DAPT. 
El patronamiento facial se basa en la organización de los precursores 
esqueléticos derivados de las CCNC a través de los ejes rostro-caudal y dorso-
ventral (185). Específicamente, la regulación del patronamiento facial a lo largo 
del eje dorso-ventral se debe a la integración de vías moleculares que actúan de 
manera sinérgica y en algunas veces de carácter inhibitorio. Entre las vías de 
señalización molecular más estudiadas que regulan el patronamiento a lo largo 
del eje dorso-ventral del esqueleto facial se destacan End1, Bmp y Notch (121) 
(122)(186).  
Los resultados de la presente investigación muestran la expresión de transcritos 
para End1 en la prominencia mandibular del embrión de pollo, curiosamente esta 
expresión es mayor en el dominio ventral y se hace más débil en los dominios 
intermedio y dorsal. End1 es un péptido morfógeno secretado por el ectodermo, 
mesodermo y endodermo faríngeo (187), actúa por la unión a su receptor Endra 
expresado en las CCNC (188). Estudios en pez cebra, lampreas, ratón y pollo han 
reportado la expresión temprana de transcritos para Endra en las CCNC y de 
End1 en ectodermo y mesodermo (129)(130)(131)(132), lo que sugiere que el eje 
End1/Endra entre las CCN y el mesodermo pueden regular importantes eventos 
morfogenéticos craneofaciales. La función de la señalización End1 ha sido 
caracterizada en varios estudios que afirman que End1 induce la expresión 
anidada de los factores de transcripción Dlx y en especial de Dlx5/6 confiriendo la 
identidad de la mandíbula (135). Estudios muestran que tras la inhibición del eje 
End1/Endra como de Dlx5/6 hay aplasia mandibular en pollos y homeosis de 
elementos mandibulares a maxilares en ratones (131)(135).  
Como se mencionó anteriormente, el patronamiento del esqueleto facial implica la 
organización de los precursores esqueléticos derivados de la cresta neural en 
distintas sub-poblaciones a lo largo del eje dorso-ventral. La evidencia sugiere 
que las interacciones entre las vías de señalización Edn1, Notch y Bmp son 
necesarias para modelar precursores esqueléticos a lo largo del eje dorso-ventral 
(11). Los resultados en este trabajo mediante hibridación in-situ, ubican la 
expresión de Hey1 en los dominios dorsal y ventral de la prominencia mandibular 
del embrión de pollo; hecho que indica que Hey1 podría jugar un papel clave 
durante la polarización y el patronamiento de la prominencia mandibular. En pez 
cebra, Zuñiga et al. (2010) reportaron la expresión de Hey1 en las bolsas 
endodérmicas y en los precusores esqueleticos dorsales de los arcos mandibular 
y hioideo, dicha expresión es inducida por la interaccion del ligando Jag1b con el 
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receptor Notch2, componentes de la vía Notch que modelan la el esqueleto facial 
asegurando la identidad del componente dorsal del primer arco faringeo del pez 
cebra (152). Por el contrario, un estudio en el modelo Gallus gallus sugiere que 
dado el patron de expresión temporo-espacial de los genes componetes de la via 
Notch, Notch1, Jagged2 y Hey1 tanto en el ectodermo como en el mesenquima 
de los primordios faciales y la inducción de la expresión de Hey1 podría deberse 
a la interacción entre el receptor Notch1 con el ligando Jag2 (147), resultados que 
contrastan aun mas con lo reportado por Zuñiga et al. (2010) (143).  
Es por esto que en esta investigación se propone que tal vez, Hey1 tendría una 
función importante en la regulación de la polarización y el patronamiento de la 
prominencia mandibular en modelos aviares tal como  lo reportado en pez cebra. 
Un hecho importante es que posiblemente, la expresión de Hey1 en los dominios 
dorsal y ventral (pero no en el dominio intermedio), se deba a que End1 mantiene 
limitada la expresión de Hey1 a los dominios dorsal y ventral, al tiempo que inhibe 
su expresión en el dominio intermedio. Ver figura 3-13. Teniendo en cuenta lo 
anterior, es posible que el patronamiento o la polaridad de la prominencia 
mandibular y la inducción de la expresión génica de Hey1 sea un evento 
morfogenético especie-dependiente. Es de anotar que, la actividad ventralizante 
de la señalización Notch ha sido observada también en otros órganos, en otras 
especies; por ejemplo, durante la polarización del intestino grueso de Drosophila, 
un estudio reporta que la activación del receptor Notch depende de la expresión 
del ligando Delta en las células ventrales, y la localización del receptor Notch en 
el dominio apical de las células intestinales (189), hecho que refuerza la idea que 
Notch organizaría los precursores esqueléticos derivados de las CCNC en la 
















Figura 3-14:  Interacción molecular Hey1/End1 durante el patronamiento facial 
 
La organización del esqueleto facial a través del eje dorso-ventral se basa en la organización de 
los precursores esqueléticos derivados de las CCNC, nuestros resultados muestran que Notch y 
Edn1 podrían ser esenciales durante el patronamiento facial, por lo tanto se propone que estas 
vías de señalización podrían modelar la formación facial posiblemente regulando 
espaciotemporalmente el patrón de diferenciación celular de los precursores esqueléticos 
derivados de las CCNC. A. En condiciones normales, altos y bajos (pero no moderados) niveles 
de End1 podrían inducir respectivamente, la expresión génica de Hey1 en las poblaciones 
celulares de los dominios ventral y dorsal, dicha expresión podría estar mediada por la interacción 
entre receptor Notch1 con el ligando Jag2, mientras que niveles moderados de End1 inhibirían la 
expresión de Hey1 en el dominio intermedio de la prominencia mandibular. B. Evidencia que 
podría demostrar la hipótesis anteriormente planteada, cuando se inhibe la señalización End1, hay 
una expresión aberrante de Hey1 en el dominio intermedio de la prominencia mandibular, 




4. Conclusiones y recomendaciones 
4.1 Conclusiones 
El desarrollo de la cara en los vertebrados es orquestado por distintas redes 
moleculares, que en conjunto regulan su morfogénesis. A través de esta 
investigación se confirmó la expresión del gen efector Hey1 en distintas 
estructuras faciales, lo que nos ha permitido llegar a las siguientes conclusiones:  
 
- Hey1 se expresa en las plácodas ótica, trigeminal y olfatoria; en el ectodermo 
y mesénquima de las prominencias faciales; así como en las hendiduras 
faríngeas, lo que podría indicar que: i) probablemente Hey1 regularía la 
neurogénesis en las plácodas ectodérmicas; controlando el equilibrio entre 
células en estado proliferativo y células con un destino celular neuronal; ii) 
posiblemente Hey1 desde el ectodermo, podría regular el crecimiento de los 
primordios faciales, controlando la proliferación y supervivencia celular del 
mesénquima facial, a través de interacciones indirectas ectodermo-
mesénquima y iii) Hey1 podría estar implicado en la formación facial 
induciendo la polarización celular, necesaria para la individualización de los 
arcos faríngeos y de las prominencias faciales. 
 
- Tras detectar transcritos para Hey1 en las prominencias mandibulares, 
posterior al tratamiento con un inhibidor del complejo γ-secretasa in-ovo/ex-
ovo e in-vitro, es posible que parte de la expresión génica Hey1 no sea 
dependiente de la activación de la vía Notch. 
  
- Hey1 podría regular la formación facial, asegurando la identidad dorsal y 
ventral de la prominencia mandibular, posiblemente la restricción de la 
expresión de Hey1 en el dominio intermedio de la prominencia mandibular se 
deba a una regulación negativa por parte de la señalización End1. 
 
4.2 Recomendaciones 
Los resultados obtenidos muestran un potencial papel de Hey1 en la formación 
facial, el desarrollo de las plácodas ectodérmicas y la invidualización de los arcos 
faríngeos y prominencias faciales; sin embargo, se necesita detallar aún más el 
mecanismo de funcionamiento de la vía en la formación facial, y su interacción 
con otras vías de señalización en el patronamiento de la cara; por lo tanto, es 
recomendable realizar análisis de expresión en tiempo real para estudiar los 
cambios en la expresión de Hey1 y End1 después del uso de sus respectivos 
inhibidores.  
Realizar ensayos de funcionalidad selectivas de los diferentes componentes de la 
vía Notch para precisar su contribución al desarrollo facial. 
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Realizar co-localización en microscopía confocal usando anticuerpo anti-NICD 
para establecer su ubicación celular después de la inhibición del receptor Notch. 
Realizar ensayos de inmunoprecipitación con el fin de terminar que proteínas 



























A. Anexo: protocolo de obtención, 
fijación y almacenamiento de 
embriones de pollo.  
 
Se incubaron huevos fértiles de la especie Gallus gallus a 380C y se 
obtuvieron embriones en estadios HH18 y HH21. La clasificación de los 
estadios se realizó basada en los criterios de Hamburger y Hamilton (149) 
mediante la visualización de estructuras anatómicas y características 
morfológicas bajo estereoscopio. Los embriones son disecados de las 
membranas extraembrionarias en solución salina de buffer de fosfato (PBS), 
fijados en paraformaldehido al 4% (PFA) y se almacenan en metanol a -200C 
hasta su procesamiento. 
Protocolo: 
1. Posterior al retiro de las membranas extra embrionarias con pinzas de 
disección, los embriones se fijan en paraformaldehído al 4% a 40C por un 
tiempo de 12 horas. El PBS es preparado previamente con H2O/DEPC 
(dietilpirocarbonato) para evitar la degradación del RNA por enzimas 
RNAasas. 
2. Hacer un lavado en PBST durante 5 minutos con agitación suave. 
 
3. Deshidratación de los embriones en series de metanol en PBT (25%, 50%, 
75%, 100% de metanol) por 5 minutos en cada serie. 
 
4. Hacer un lavado adicional en metanol al 100% (5 minutos). En este punto, 
los embriones pueden ser almacenados por 1 mes (o más) a -200C en 








B. Anexo: protocolo de hibridación 
in-situ. 
Una vez extraídos los embriones serán sumergidos en PBS y bajo observación 
con estereoscopio se hace retiro de membranas extraembrionarias y fijados con 
paraformaldehído (PFA) 4% durante al menos 12 horas a 4°C. Transcurrido este 
tiempo podrán ser deshidratados en series crecientes de metanol/PBST (25%, 
50%, 75% y 100%) para su posterior procesamiento ó se puede proceder de 
inmediato a la hibridación in-situ. Se realizó hibridación in-situ sobre embriones 
completos. Esta técnica de la biología molecular es útil hacer detección espacio-
temporal de transcritos y consta de 3 pasos distribuidos en 3 días de la siguiente 
manera: 
Día 1: Pre-hibridación e hibridación  
Día 2: Lavados post-hibridación, bloqueo e incubación con anticuerpo anti-Dig  
Día 3: Lavados post-anticuerpo y revelado 
Día 1: Pre hibridación e Hibridación  
1. Rehidratar las muestras en series de metanol/PBT (75%, 50%, 25% de 
metanol y series PBST. 
2. Lavar 3 veces con PBST durante 5 minutos a temperatura ambiente. 
3. Tratamiento con proteinasa K: los embriones HH18 y HH21 son tratados 
con proteinasa K (10mg/ml) durante 7 y 15 minutos respectivamente 
4. Lavar por 5 minutos con PBST.  
5. Pos fijación en PFA al 4% por 30 minutos a temperatura ambiente. 
6. Hacer 2 lavados por 30 minutos cada uno con PBST. 
7. Pre-hibridación: lavado en solución de Hibridación por 10 minutos a 
temperatura ambiente. Posteriormente se hace otro lavado con una 
solución de hibridación fresca durante 3 horas a 600C. 
8. Hibridación: Reemplazar la solución de hibridación por una solución nueva 
que contiene la sonda de RNA a una concentración de 1: 400 (1 μl de 
sonda/400 μl de Solución de hibridación) por toda una noche a 600C.  
Día 2: Lavados post-hibridación, bloqueo e incubación con anticuerpo anti-
Dig. 
1. Reciclar las sondas y almacenarlas a -200C. (las sondas recicladas pueden 
ser usadas máximo 3 veces) 
2. Precaliente la solución I a 600C. Lavar los embriones 3 veces durante 30 
minutos cada uno a 600C con la solución precalentada. 
3. Calentar la solución III a 600C. Lave embriones 3 veces durante 30 minutos 
cada uno a 600C con la solución precalentada III. 
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4. Lavar 3 veces con solución TBST fresco durante 5 minutos a temperatura 
ambiente. 
5. Bloquear con suero de oveja al 10% inactivado por calor en TBST y 
albumina sérica (BSA) (1mg/ml) por 3 horas a temperatura ambiente. 
6. Colocar el anticuerpo anti –Digoxigenina en suero de 1:5000, toda la noche 
a 40C 
Día 3: Lavados post-anticuerpo, revelado y visualización de aéreas 
hibridadas  
1. Reciclar el anticuerpo y colocarlo a 40C. 
2. Lavar 6 veces por 30 minutos con TBST a temperatura ambiente. 
3. Hacer 3 lavados de 15 minutos cada uno con NTMT a temperatura 
ambiente 
4. Remover NTMT y adicionar BCIP/NBT (26.6 μl/2ml) de NTMT, se deja en 
agitación protegido de la luz y se revisa cada 5 minutos y se verifican 
zonas hibridadas. 
5. Hacer un lavado de 10 minutos con NTMT.  
6. Hacer 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBST. 
7. Posfijar con PFA al 4% por 30 minutos.  
8. Hacer 2 lavados con PBST y se procede a la toma de fotografías de 











C. Anexo: protocolo de preparación 
de embriones para inclusión en 
parafina y secciones histológicas. 
 
Los embriones frescos, extraídos y previamente fijados con PFA pueden ser 
inmediatamente preparados para inclusión en parafina, por el contrario si están 
deshidratados en metanol 100% pueden ser procesados de la siguiente manera: 
1. Hacer 2 lavados de 15 minutos cada uno con etanol al 50%. 
2. Hacer 2 lavados de 15 minutos cada uno con etanol al 70%. 
3. Hacer 1 lavado de 30 minutos con etanol al 85%. 
4. Hacer 2 lavados de 30 minutos cada uno con etanol al 95%. 
5. Hacer 2 lavados de 30 minutos cada uno con etanol al 100%. 
6. Hacer 2 lavados de 15 minutos cada uno con isopropanol al 100%. 
7. Hacer 3 lavados de 12 minutos cada uno con xilol a 600C. 
8. Hacer 3 lavados de 30 minutos cada uno con parafina a 600C. 
9. Embeber en bloque.  



















D. Anexo: protocolo de 
inmunofluorescencia sobre 
secciones histológicas. 
Día 1: desparafinado de láminas e incubación con anticuerpo primario. 
1. Desparafinado de láminas a 600C durante una hora. 
2. Hacer 2 lavados de 10 minutos cada uno con xilol. 
3. Hacer 1 lavado de 2 minutos con isopropanol al 100%. 
4. Hacer 1 lavado de 2 minutos con etanol al 100%. 
5. Hacer 1 lavado de 2 minutos con etanol al 95%. 
6. Hacer 1 lavado de 2 minutos con etanol al 85%. 
7. Hacer 1 lavado de 2 minutos con etanol al 70%. 
8. Hacer 1 lavado de 2 minutos con etanol al 50%. 
9. Hacer 3 lavados de 5 minutos cada uno con TBST 1X. 
10. Fijar el tejido con PFA al 4% durante 10 minutos. 
11. Hacer 1 lavado de 5 minutos con TTBST 1X. 
12. Hacer 2 lavados de 5 minutos cada uno con TBST. 
13. Aplicar solución de bloqueo al 10% en suero fetal bovino durante 3 horas a 
temperatura ambiente o toda la noche a 40C. 
14. Incubar con anticuerpo primario (1:1.000) durante 3 horas a temperatura 
ambiente o toda la noche a 40C. 
     Día 2: incubación con anticuerpo secundario y montaje de láminas. 
1. Retirar anticuerpo primario y hacer 3 lavados de 5 minutos cada uno con 
TBST 1X. 
2. Hacer 5 lavados de 5 minutos cada uno con solución de bloqueo.  
3. Incubar con anticuerpo secundario (1:2.500) durante 3 horas a temperatura 
ambiente o toda la noche a 40C. 
4. Hacer 3 lavados de 5 minutos cada uno con TBST 1X. 
5. Hacer 5 lavados de 5 minutos cada uno con solución de bloqueo. 
6. Aplicar a cada lámina 40 μL de medio de montaje con Hoechst (1:5.000). 
7. Sellar láminas con esmalte transparente y obervar en microscopio de 
fluorescencia. 







E. Anexo: protocolo de extracción 
de RNA total. 
Antes de iniciar con la extracción de RNA, todas las superficies sobre las que se 
va a trabajar deben estar completamente limpias y tratadas con inhibidor de 
RNasas, asimismo es recomendable usar puntas estériles con filtro, previamente 
tratadas con radiación U.V. durante al menos 20 minutos, micropipetas 
previamente desinfectadas con alcohol antiséptico. Adicionalmente se 
recomienda usar durante todo el proceso guantes de nitrilo y mascarilla facial.  
1. Fase homogenización  
Colocar la muestra en tubo cónico de 1.5 mL estéril y pesar el tejido fresco 
con el fin de determinar el volumen de TRIzol a usar. (para el caso de tejido 
fresco usar 1 mL de TRIzol por cada 70 mg; para el caso de células en cultivo 
usar 1 mL de TRIzol por cada 10 cm2 de superficie). 
Homogenizar el tejido de manera manual ó usar sonicador previamente 
ajustado a los siguientes parámetros: tiempo 40 segundos, amplitud 25% y 
pulsos de 9 segundos. La mezcla homogenizada con TRIzol puede ser 
almacenada a -800C máximo por un mes. 
2. Fase separación  
Una vez homogenizadas las muestras, se incuban a temperatura ambiente 
durante 5 minutos para permitir la disociación de los complejos nucleo-
proteícos, agregar 200 ɥL  de cloroformo al 100% por cada 1.000 ɥL de TRIzol 
usados en la homogenización inicial. Hacer vortex por 5 segundos e incubar a 
temperatura ambiente. Centrifugar a 12.000g por 20 minutos a 40C, el 
contenido del tubo se separa en 3 fases: fase acuosa (transparente); interfase 
(blanquecina) y fase orgánica (rosada). El RNA queda exclusivamente en la 
fase acuosa, la cual muy cuidadosamente se retira  y se deposita en otro tubo 
estéril.  
 
3. Fase aislamiento 
Agregar 500 ɥL  de isopropanol al 100% por cada 1.000 ɥL de TRIzol usados 
en la homogenización inicial, incubar a temperatura ambiente por 10 minutos y 
centrifugar a 12.000g por 10 minutos a 40C.  
4. Fase lavado 
Descartar sobrenadante, lavar el pellet con 1.000 ɥL de etanol al 75% por 
cada 1.000 ɥL de TRIzol usados en la homogenización inicial (el RNA con 
etanol puede ser guardado a -200C durante un año ó a 40C durante una 
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semana) y centrifugar a 10.000g por 5 minutos a 40C, descartar sobrenadante 
y dejar secar el pellet en un ambiente limpio o al vacío. No se recomienda usar 
SpeedVac ni tampoco dejar secar completamente el pellet.  
5. Suspensión de RNA 
Aplicar al pellet 30 ɥL de agua libre de RNasas y DNasas, mexclar por pipeteo 
e incubar por 10 minutos en baño de María precalentado a 600C. proceder a 
























F. Anexo: protocolo de retro-
transcripción y PCR (RT-PCR). 
Retro-transcripción 
Antes de iniciar con la manipulación del RNA, todas las superficies sobre las que 
se va a trabajar deben estar completamente limpias, además se recomienda usar 
puntas estériles con filtro previamente tratadas con radiación UV durante al 
menos 20 minutos. 
En esta investigación se usó un kit commercial (Super Script IV First-Strand 
Synthesis System for RT, Thermo Fisher Scientific). Para procesar cada muestra 
de RNA y obtener cDNA con un volumen final de 20 ɥL, se colocaron en un tubo 
para PCR los componentes como muestra la siguiente tabla:  
 
Se hizo vórtex y luego spin,  se incubaron las muestras a 650C durante 5 minutos. 
Terminado este paso se colocaron las muestras en hielo durante 5 minutos, 
mientras transcurría este tiempo, se preparó la mezcla para síntesis de cDNA 
agregando los componentes en el siguiente orden para cada muestra:  
 
Se aplicó esta mezcla al tubo anterior (RNA total+Primer+dNTPs) y se incubaron 
las muestras a 500C durante 10 minutos  y luego a 800C durante 10 minutos. 
Luego se procedió a la purificación del cDNA. Se aplicó 1 ɥL de RNase H a cada 
muestra y se incubó a 370C durante 20 minutos. El producto obtenido es el cDNA 
que se usará como Template para PCR el cual debe ser almacenado a -200C.       
 
PCR 
Para cada reacción de PCR y obtener un volumen de 25 ɥL se mezclaron en 




Las secuencias de los primers que se usaron en esta investigación y sus 
respectivas temperaturas de anillamiento se muestran en la siguiente tabla: 
 
Los parámetros de PCR usados se muestran en la siguiente tabla: 
 
*Hace referencia a la temperatura específica de anillamiento de cada primer. Los 
productos de PCR se corrieron en gel de agarosa al 1.5% y se visualizaron en 
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